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RESUMEN

Las neuronas hipotaldmicas POMC desempefian un papel importante en el
comportamiento alimentario, ya que pueden disminuir la ingesta de alimentos
y aumentar el gasto energético en respuesta a las necesidades metabdlicas.
Sin embargo, multiples evidencias han demostrado que, tras el desarrollo de
obesidad, estas neuronas sufren diversas alteraciones en su normal
funcionamiento que afectan su capacidad de inhibir el apetito. Un mecanismo
molecular que podria estar involucrado en el desarrollo y/o mantencion de
estas alteraciones es la metilacion del ADN, puesto que tiene la capacidad de
regular la expresion génica y estd fuertemente influenciada por factores
ambientales como la exposicion a dietas caloricas. Ademas, en particular con
el gen Pomc, diferentes investigaciones han mostrado que la obesidad induce
la hipermetilacion de su promotor, interrumpiendo la sefializacion normal de
la leptina; no obstante, ain se desconocen los efectos a nivel genomico. En
este contexto, nos analizamos los efectos de la obesidad sobre el metiloma de
las neuronas POMC vy asociarlo con cambios en la expresion genica. Para
ello, se expuso a ratones transgénicos POMC:eGFP machos a una dieta alta
en grasas durante 11 semanas para inducir obesidad mediante dieta. Desde
neuronas POMC purificadas por FACS se prepararon librerias de
secuenciacion de bisulfito de representacion reducida (RRBS), luego de lo
cual, se efectué un analisis de metilaciéon diferencial por locus CpG.
Paralelamente, se utilizaron datos de RNA-seq generados a partir de neuronas
POMC sometidas al mismo tratamiento (11 semanas de alimentacion y
purificacion por FACS) para correlacionar los cambios de metilacion con

cambios en la expresion génica. Nuestros resultados revelan que la obesidad
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inducida por el consumo de una dieta alta en grasa provoca una profunda
modulacion del metiloma en las neuronas POMC caracterizada
principalmente por la metilacion en promotores proximales de los genes v,
mas especificamente, dentro de motivos de union a factores de transcripcion.
Estos cambios en el estado de metilacion, si bien ocurren en varios genes
relevantes en el funcionamiento de las neuronas POMC (como Pomc, Cartpt
y Stat3), no necesariamente estan asociados con una modulacion
transcriptomica. De la respuesta transcripcional asociada a un cambio de
metilacion, destaca el aumento de Gal y LoxI3, genes asociados al consumo
de grasay sefializacion de STAT3, respectivamente; asi como la disminucion
de genes anti apoptoticos como Gdnfy Ntrk1. De esta manera, es importante
considerar que los resultados obtenidos en esta tesis son los primeros en
dilucidar los efectos que la obesidad causa en la metilacion de ADN a nivel

gendmico y mas especifico ain en neuronas POMC purificadas
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ABSTRACT

Hypothalamic POMC neurons play an important role in feeding behavior, as
they can decrease food intake and increase energy expenditure in response to
metabolic needs. However, multiple investigations have shown that, after the
development of obesity, these neurons undergo several alterations in their
normal functions that affect their ability to inhibit appetite. A molecular
mechanism that could be involved in the development and/or maintenance of
these alterations is DNA methylation since it has the capacity to regulate gene
expression and is influenced by environmental factors such as exposure to
caloric diets. Furthermore, obesity has been shown to induce DNA
hypermethylation at the Pomc promoter disrupting normal leptin signaling,
but the effects at the genomic level are still unknown. In this context, we set
out to analyze the effects of obesity on the methylome of POMC neurons and
associate it with changes in gene expression. For this purpose, male
POMC:eGFP transgenic mice were exposed to a high-fat diet for 11 weeks
to induce obesity by diet. From FACS-purified POMC neurons, reduced-
representation bisulfite sequencing (RRBS) libraries were prepared, after
which differential methylation analysis per CpG locus was performed. In
parallel, RNA-seq data generated from POMC neurons subjected to the same
treatment (11 weeks of FACS feeding and purification) were used to correlate
methylation changes with changes in gene expression. Our results reveal that
obesity causes profound modulation of the methylome in POMC neurons
characterized primarily by methylation in promoter regions of genes and,
more specifically, within transcription factor binding motifs. These changes

in methylation status, although occurring in several genes relevant to POMC
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neuron function (such as Pomc, Cartpt and Stat3), are not necessarily
associated with transcriptomic modulation. Of this transcriptional response,
associated with a change in methylation, the increase in Gal and LoxI3, genes
associated with fat consumption and STAT3 signaling, respectively, stands
out, as well as the decrease in anti-apoptotic genes such as Gdnf and Ntrk1.
In this way, it is important to consider that the results obtained in this thesis
are the first to elucidate the effects that obesity causes in DNA methylation

at the genomic level and even more specifically in purified POMC neurons.
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l. INTRODUCCION

1. Homeostasis energética y obesidad

La obesidad es una patologia cronica caracterizada por la acumulacion
anormal o excesiva de grasa en el organismo y que constituye un riesgo para
la salud. Para diagnosticar obesidad se emplea el indice de masa corporal
IMC o del inglés body mass index (BMI), definiéndose sobrepeso cuando
este valor esta sobre 25 y obesidad cuando es igual o superior a 30 (World
Health Organization, 2021). En los ultimos afios, la prevalencia de la
obesidad ha tenido un incremento importante, llegando a convertirse en una
epidemia a nivel global, de hecho, la Organizacion Mundial de la Salud
informo en marzo del afio 2022 que méas de mil millones de personas en todo
el mundo padecen de obesidad. Chile no queda ajeno a esta problematica, ya
que segun los datos de la ultima encuesta nacional de salud el 34.8% de la
poblacion adulta sufre de obesidad y el 75% padece de obesidad o sobrepeso
(Ministerio de Salud, 2018).

Ademés de las cifras alarmantes, la preocupacion por la obesidad
radica en que representa un factor de riesgo para otras enfermedades, como
diabetes mellitus tipo 2, enfermedades cardiovasculares, algunos tipos de
cancer e incluso mayor riesgo de presentar casos severos de COVID-19
(Calle et al., 2003; Field et al., 2001; Hendren et al., 2021; Kenchaiah et al.,
2002).

El origen de la obesidad esta influenciado por factores genéticos,
epigenéticos, ambientales, conductuales e incluso socioeconémicos, los
cuales desencadenan un desbalance de la homeostasis energética, debido a

un aumento en la ingesta alimentaria en comparacion al gasto energético
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(Schwartz et al., 2017). La mantencién de la homeostasis energética es un
proceso dinamico y complejo que involucra la interaccion de sefales
periféricas (como hormonas y nutrientes) con circuitos centrales que
permiten regular la ingesta de alimentos (Hopkins & Blundell, 2016; Morton
etal., 2014).

Cabe sefalar que la conducta alimentaria no esta unicamente regulada
por la homeostasis energética, sino también por mecanismos hedonicos
impulsados por la percepcion sensorial y el sistema de recompensa. En este
contexto se ha se ha demostrado que una alimentacion sabrosa, rica en
calorias como lo es la dieta alta en grasas, causa una desregulacion en la
sefializacion dopaminergica en el area tegmental ventral y el nicleo
accumbens, dos areas que componen el sistema de recompensa, y en los
cuales se ha observado que el consumo de una dieta alta en causa un déficit
en la recaptacion de dopamina mediata por el transportador de dopamina
(DAT), resultando en un aumento en la motivacion y el deseo (J. J. Cone
et al., 2013; Fordahl & Jones, 2017).

2. Funcion del nucleo arqueado en la regulacion de la ingesta
alimentaria.

En el contexto de la regulacion de la homeostasis energética a nivel
central, destaca el hipotalamo como el mayor centro regulador del balance
energético y de comportamientos instintivos, tal como es el comportamiento
alimenticio. EIl hipotalamo es una pequefia estructura cerebral ubicada en la
base del diencéfalo, cercano al tercer ventriculo (3V) y en estrecho contacto
con la eminencia media (EM), que esta constituido por multiples poblaciones

neuronales discretas o nacleos, estrechamente conectados que participan en
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la regulacion del comportamiento alimentario (Jenkins, 1972). Uno de los
nacleos hipotalamicos ampliamente estudiado en cuanto al comportamiento
alimentario, es el nucleo arqueado (ARC), el cual tiene una ubicacion
estratégica adyacente al tercer ventriculo y préximo a la eminencia media, lo
que le da la facultad de recibir sefiales de la circulacién y/o del liquido
cefalorraquideo gracias a la participacion de tanicitos, células ependimarias
especializadas que recubren las paredes del tercer ventriculo y cuyo proceso
se proyecta hacia distintas zonas del hipotalamo (Garcia et al., 2001). De esta
manera, las células que componen el ndcleo arqueado pueden detectar el
estado nutricional del organismo, integrar sefiales hormonales y a partir de
ello interaccionar con otros nucleos hipotalamicos y extra hipotalamicos a fin
de generar una respuesta coordinada del consumo de calorias y el gasto
energético (R. D. Cone et al., 2001; Dhillo, 2007; Myers & Olson, 2012).

Dentro del ARC se encuentran 2 poblaciones neuronales extensamente
estudiadas y con caracteristicas funcionalmente antagonicas en cuanto a la
ingesta alimentaria, que componen el denominado “sistema de
melanocortina”. Ellas son la poblacion de neuronas NPY/AgRP que secretan
neuropéptidos orexigénicos capaces de estimular el apetito y reducir el gasto
energético, como es el neuropéptido Y vy la proteina relacionada con Agouti
(AgRP) (Broberger et al., 1998; Hagan et al., 2000; Hahn et al., 1998). Y la
poblacion de neuronas estudiada en este trabajo de tesis, las neuronas
POMC, que inhiben el apetito y aumentan el gasto energético gracias a la
liberacion de neuropéptidos anorexigénicos tales como la hormona liberadora
de a-melanocito estimulante (a-MSH), un producto procesado de la pro-

opiomelanocortina (POMC) y el transcrito regulado por anfetamina y cocaina
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(CART) (Elias et al., 1998; Eskay et al., 1979; Kristensen et al., 1998). Lo
anterior ha sido validado mediante la implementacion de modernas y
sofisticadas técnicas, como optogenética y farmacogenética DREADD
(Designer Receptors Exclusively Activated by Designer Drugs). Por ejemplo,
a través de optogenéticas se demostrd que, la estimulacion evocada por luz
de channelrhodopsin-2 en tan solo 800 neuronas AgRP, es capaz de generar
una rapida y voraz alimentacion en ratones, respuesta que es proporcional al
nimero de neuronas fotoestimuladas, frecuencia y duracion del estimulo
(Aponte et al., 2011). De manera similar, se ha demostrado mediante el uso
de DREADD que la activacion de las neuronas AgRP induce dramaticamente
la alimentacion, reduciendo el gasto energético y en ultima instancia,
aumentando las reservas de grasas (Krashes et al., 2011). Con respecto al
funcionamiento de las neuronas POMC, la implementacion de tecnicas
optogenéticas han permitido demostrar que la fotoestimulacion de células
hipotalamicas ChR2-POMC reduce, a largo plazo, la ingesta alimentaria y el
peso corporal (Aponte etal., 2011). Lo mismo ha sido validado mediante
DREADD, puesto que la activacion especifica y prolongada de neuronas
POMC hipotaldmicas permite la disminucidn de la ingesta alimentaria (Zhan
etal., 2013).

Cabe destacar que el funcionamiento de ambas poblaciones neuronales
es un proceso altamente regulado y coordinado que responde al estado
energético del organismo. Por ejemplo, a-MSH es un agonista de los
receptores de melanocortina 3 (MC3R) y 4 (MC4R), mientras que AgRP es
un agonista inverso de estos receptores, por lo que existe una competencia

entre ambas moléculas por la union al receptor (D. Lu et al., 1994). Por otra
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parte, frente a un bajo nivel energético (como ocurre con el ayuno) se genera
un aumento en la produccién de grelina, péptido de 28 aminoacidos
producido principalmente por las células oxinticas del estbmago que activa a
las neuronas NPY/AgRP, aumentando la liberacion de estos neuropéptidos,
y la liberacion de acido gamma-aminobutirico (GABA) por parte de estas
neuronas, y con ello incrementar la ingesta de alimentos. Por lo tanto, grelina
ejerce un efecto inhibitorio en la actividad de las neuronas POMC (Cowley
etal., 2003; L. Wang et al., 2002). De manera opuesta, cuando los niveles
energeéticos estan elevados, como en condiciones postprandiales, desde el
tejido adiposo se secreta leptina, una hormona peptidica que mediante la
unidn a su receptor de membrana, LepR, despolariza y aumenta la activacion
de las neuronas POMC y, en consecuencia, disminuye la ingesta alimentaria
(Cowley et al., 2001; Schwartz et al., 1997). Tal como ocurre con grelina, el
efecto de leptina es potenciado al generar la inhibicion de las neuronas
NPY/AgRP (Baskin et al., 1999; Morrison et al., 2005). Otra molécula que
aumenta su produccién frente a niveles energéticos elevados es la hormona
pancredtica insulina, la cual activa a una subpoblacion de neuronas POMC e
inhibe a neuronas NPY/AgRP, causando en un efecto anorexigénico
(Spanswick et al., 2000; Williams et al., 2010).

La accién coordinada de neuronas NPY/AgRP y de neuronas POMC es
mantenida, ademas, por la liberacion del neurotransmisor GABA por parte
de las neuronas NPY/AgRP hacia las neuronas POMC, causando la
inhibicion de estas ultimas (Cowley etal., 2001). Esto fue demostrado
mediante la delecion del transportador vesicular de GABA, Vgat,

especificamente en neuronas AgRP, resultando en un raton con fenotipo
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magro Y resistente al desarrollo de obesidad (Tong et al., 2008). Asi también,
analisis optogenéticos han demostrado que, tras un ayuno hay un aumento en
la liberacion de GABA desde las neuronas NPY/AgRP hacia las neuronas
POMC (Atasoy et al., 2012; Dicken et al., 2015).

El funcionamiento y regulacion reciproca de ambas poblaciones neuronales
modulara, a su vez, la actividad de neuronas de segundo orden localizadas en
otros nucleos hipotalamicos, tal como el nucleo paraventricular (PVN),
considerado un centro integrador que recibe proyecciones de diferentes
neuronas que contribuiran en la generacion de hambre o saciedad. EI PVN, a
través del receptor de melanocortina 4 (MC4R), puede ser estimulado por a-
MSH vy estimular la secrecion de oxitocina (Arletti et al., 1989; Br et al.,
1991), de la hormona liberadora de corticotropina (CRH) (X.-Y. Lu etal.,
2003), asi como de la hormona liberadora de tirotropina (TRH) (Fekete et al.,

2000), que en conjunto favorecen la respuesta anorexigénica (figura 1).
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FIGURA 1: SISTEMA DE MELANOCORTINA

El sistema de melanocortina es un circuito neuronal del hipotalamo que funciona como un
mecanismo sensor del estado energético. Este sistema involucra la participacion de dos
poblaciones neuronales funcionalmente antagonicas localizadas en el ARC; por un lado,
las neuronas orexigénicas NPY/AgRP, que son activadas por ghrelina en condiciones de
ayuno; y, por otro lado, las neuronas anorexigénicas POMC/CART que son activadas por
leptina e insulina luego de la ingesta alimentaria. Ambas poblaciones neuronales envian
proyecciones a neuronas de segundo orden en el PVN para regular la liberacién de CHR,
oxitocinay THR y con ello mantener el equilibrio entre el consumo y el gasto energético.

En funcionamiento de neuronas NPY/AgRP y neuronas POMC/CART se encuentra
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fuertemente coordinado por el efecto antagonico de las hormonas sobre ambas

poblaciones, asi como por la liberacién de GABA desde las neuronas NPY/AgRP hacia

las neuronas POMC. Signo (+) y (-) indica activacion e inhibicion respectivamente.

3. Procesamiento de POMC

Las neuronas POMC son un componente clave del sistema de
melanocortina, que como se menciond anteriormente, tienen un caracter
anorexigénico debido a su capacidad de disminuir la ingesta de alimentos y
aumentar el gasto energético. Este efecto anorexigénico, esta dado, en parte,
por el péptido a-MSH, el que es almacenado en vesiculas secretoras y que es
liberado frente a una estimulacion de las neuronas POMC. A nivel
hipotalamico, a-MSH es el producto principal que se obtiene del clivaje
proteolitico de la prohormona propiomelanocortina (POMC), una proteina de
31 kDa que se expresa en tejidos como la piel, la pituitaria y algunos 6rganos
periféricos, donde da origen a diferentes productos dependiendo de las
enzimas proteoliticas presentes, por lo que se considera que el producto
resultante es tejido-especifico (Eskay et al., 1979; Smith & Funder, 1988).
La proteina POMC se escinde mediante convertasas prohormonales (PC),
particularmente por PC1/3 'y PC2, y por la enzima carboxipeptidasa E (CPE)
en regiones adyacentes a aminoacidos basicos (Hook & Loh, 1984, p. 0; Pan
et al., 2005, 2006). De manera que, en las neuronas POMC hipotalamicas, los
productos obtenidos de la prohormona POMC sera y3-MSH, la hormona
corticotropina (ACTH), a -MSH, y-lipotropina (y -LPH) y B-endorfina (j-
EP) (Cawley et al., 2016; Wardlaw, 2011) (figura 2).
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FIGURA 2: PROCESAMIENTO DE LA PROHORMONA POMC

La prohormona POMC da origen a diferentes productos debido al clivaje proteolitico
efectuado por distintas enzimas. Inicialmente, la prohormona convertasa 1/3 (PC1/3)
escinde secuencialmente a POMC dando origen en primera instancia a Pro-ACTH y B-
lipotropina (B-LPH); y luego desde Pro-ACTH se obtiene y-MSH, el péptido de unién (JP)
y ACTH. Posteriormente actla la enzima PC2, la cual da origen a y3-MSH a partir de la
escision de y-MSH; ACTH (1-17) y el péptido intermedio similar a la corticotropina
(CLIP) a partir de ACTH; asi como y-LPH y B-EP a partir de -LPH. A continuacion, y
sobre ACTH (1-17), actla la carboxipeptidasa E (CPE) cuya escision desde el extremo
carboxilo permite que la monooxigenasa amidante de peptidil-glicina o. (PAM) genere una
amidacion y forme desacetil a-MSH (DA-a-MSH). Finalmente, DA-a-MSH es acetilado
por la enzima N-acetiltransferasa (N-AT) para producir a-MSH. Representacion adaptada
de (Harno et al., 2018).
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Como ya se mencion0, a-MSH es liberado desde las neuronas POMC hacia
neuronas de segundo orden ubicadas en otros nucleos hipotalamicos y extra
hipotalamicos. El ejemplo mé&s caracteristico de neuronas que reciben
senalizacion de a-MSH son neuronas ubicadas en el PVN, las que poseen el

receptor de melanocortina 4 (MC4R) y favorecen la respuesta anorexigénica.

Interesantemente, se ha identificado que las neuronas POMC pueden,
ademas, tener un comportamiento orexigénico y causar un aumento en la
ingesta alimenticia cuando aumenta la liberacion de B-EP. La produccion de
B-EP esta regulada por la activacion del receptor de cannabinoide 1 (CB1R),
presente en las mitocondrias de neuronas POMC, el cual favorece
selectivamente la produccion de B-EP por sobre a-MSH. La accion de B-EP,
una vez liberado, involucra la estimulacion de neuronas de segundo orden
localizadas en el PVN (Koch et al., 2015). Este mecanismo da cuenta de la
heterogeneidad existente dentro de la poblacion de neuronas POMC (Quarta
etal., 2021).

4. Efecto de la obesidad en neuronas hipotalamicas

Si bien el funcionamiento del sistema de melanocortina esté altamente
coordinado, existe extensa evidencia que demuestra que, frente a patologias
metabdlicas como la obesidad inducida por dieta, ocurre una alteracion en su
funcionamiento. Una de las primeras alteraciones que ocurre a nivel
hipotalamico durante la obesidad es la generacion de inflamacion crénica de
bajo grado. Este proceso inflamatorio ocurre principalmente a nivel del ARC

y esta caracterizado por el aumento de citoquinas proinflamatorias como
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TNF-a y IL6 y genes marcadores de la via de sefializacion NF-kf (De Souza
etal., 2005). Este proceso inflamatorio esta acompafiado, ademas, por la
acumulacion de células gliales como microglia y astrocitos que contribuyen
en el aumento de citoquinas proinflamatorias. En particular, se ha
identificado que tras el consumo de una dieta rica en grasas saturadas , ocurre
una activacion y acumulacion de la microglia, acompafiado de un aumento
en la expresion de citoquinas pro inflamatorias (Thaler etal., 2012;
Valdearcos et al., 2014). En cuanto a los astrocitos, su aumento ocasiona un
incremento en la via de sefalizacion de IKKB/NF-«kB (Douglass et al., 2017;
Saetal., 2022; Y. Zhang et al., 2017)

Este proceso de inflamacion causa un dafio en la funcién normal de las
neuronas hipotalamicas puesto que el aumento de citoquinas proinflamatorias
promueve la resistencia a insulina y leptina, un fenomeno ampliamente
identificado en obesidad que consiste en una disminucion en la capacidad de
responder a dichas hormonas, aun cuando la concentracién en el plasmay en
el liquido cefalorraquideo de estas hormonas se encuentra elevada (Arruda
etal.,, 2011; Romanatto et al., 2007). Si bien, todavia no hay completa
claridad sobre el nexo que existe entre inflamaciéon y resistencia a hormonas,
se ha propuesto que la activacion de la via de transduccion IKKB/NF-kB a
nivel hipotalamico promueve la resistencia a insulina y leptina a través de la
disminucién en la activacion de PIP3 y STAT3 respectivamente, dos
intermediarios claves en la transduccién de sefiales de cada hormona (X.
Zhang et al., 2008). Por otro lado, se ha identificado que TNF-a induce un

aumento en la expresion de PTP1B, un regulador negativo de la sefializacion
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de ambas hormonas (Banno et al., 2010; White et al., 2009; Zabolotny et al.,
2008).

Particularmente, en cuanto a la resistencia a leptina, existe evidencia
sugiriendo que diversos puntos en la via de sefializacion podrian verse
afectados. Por ejemplo, Munzberg y colaboradores identificaron mediante
inmunohistoquimica que, tras una inyeccion intraperitoneal de leptina,
ratones obesos inducidos por el consumo de una dieta compuesta por un 58%
de grasa durante 16 semanas, sufren una drastica disminucién en la sefial de
STAT3 fosforilado (STAT3-p), en comparacion con animales que reciben
una dieta control, lo cual ocurre principalmente en la region donde se ubica
el ARC. Asimismo, identificaron que este efecto es visible con 4 semanas de
la dieta alta en grasa, periodo en que, ademas, ocurre un aumento (a nivel del
ARC) en los niveles de ARNm del Supresor de la Sefializacion de Citoquinas
3 (SOCS3), un inhibidor de la fosforilacion de STAT3, que por tanto altera
la normal sefializacion de leptina (Minzberg et al., 2004). Por otro lado, la
investigacion de Yang y colaboradores indicd que ratones expuestos a una
alimentacion alta en grasa (60% de grasa) durante 5 semanas muestran un
aumento en los niveles hipotalamicos de ARNm y proteina del factor de
transcripcion FoxO1l. Ademas, empleando la linea celular HEK-293 con
expresion estable del receptor de leptina y transfectadas con un constructo
que contiene el gen de luciferasa bajo el control del promotor Pomc, se
demostré que un aumento de FoxOl1 interfiere en la actividad del promotor
inducida por leptina, puesto que se une a STAT3 en el ndcleo impidiendo su
interaccion con el promotor Pomc, y en consecuencia, altera su capacidad de

responder a leptina (G. Yang etal.,, 2009). En estudios mas recientes,
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adicionalmente, se ha demostrado que la resistencia a la leptina puede ser
causada por regulacion epigenética en esta via de sefializacion.
Interesantemente, se determind que el hipotalamo de ratas que reciben una
dieta alta en grasa (60% de grasa) por 10 semanas, sufren hipermetilacion del
promotor de Pomc en sitios que participan en la unién del factor de
transcripcion Spl, lo que imposibilita su interaccién y, en consecuencia,
reprime la respuesta a la sefalizacion de leptina (figura 3) (Marco et al.,
2013). Esta imposibilidad de responder a la sefializacion de leptina, se
explicaria en base a la incapacidad de las neuronas POMC en aumentar la
expresion de Pomc y, por ende, la secrecion de o-MSH (Marco et al., 2013;
Minzberg et al., 2004). Lo anterior se apoya, ademas, en que al utilizar un
analogo de a-MSH (capaz de activar a MC4R) en ratones obesos, la respuesta
anorexigenica de leptina ocurre con normalidad, evidenciando una
disminucidn en la ingesta de alimentos y peso corporal, lo que demuestra que
el sistema de melanocortina corriente a bajo de las neuronas POMC mantiene
intacta su capacidad de respuesta y contribuye a la idea de que la resistencia
a esta hormona se deberia particularmente a un defecto en el funcionamiento
de las neuronas POMC (Enriori et al., 2007; Pierroz et al., 2002).
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FIGURA 3: MECANISMOS MOLECULARES PROPUESTOS DE RESISTENCIA A
LEPTINA EN NEURONAS HIPOTALAMICAS.

El desarrollo de obesidad conlleva a la generacion de resistencia a leptina en células del
hipotalamo. (A) En condiciones normales, la leptina se une a su receptor de membrana, lo
que ocasiona la fosforilacion y posterior translocacion al nucleo del factor de transcripcion
STAT3. Una vez en el nucleo, STAT3 interacciona con el promotor de Pomc, y estimula
su expresion génica. (B) Una célula resistente a leptina es incapaz de responder a esta
hormona, lo cual puede deberse a una serie de mecanismos regulatorios tales como: i. El
consumo de dieta alta en grasa causa un aumento de SOCS3, lo que inhibe la fosforilacion
de STATS, por lo que no puede translocar al nacleo y ejercer su funcion como factor de
transcripcion (Munzberg et al., 2004). ii. EI aumento en la expresion de FoxO1, causado
por una dieta alta en grasa, bloguea la union de STAT3 fosforilado con el promotor de
Pomc, alterando la actividad del promotor (G. Yang et al., 2009). iii. Dietas ricas en grasa
inducen una hipermetilacion del promotor Pomc que bloquea la interaccién con el factor
de transcripcién Sp1, y en consecuencia, genera un silenciamiento de la respuesta a leptina
(Marco et al., 2013).

Otra alteracién evidenciada por neuronas hipotalamicas tras la

generacion de obesidad inducida por dieta es el aumento del estrés del
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reticulo endoplasmatico (RE), un efecto que contribuye tanto con la
mantencion de neuroinflamacion como con la resistencia de leptina e insulina
(Cnop etal., 2012; Williams et al., 2014; X. Zhang et al., 2008). En ese
contexto, se ha determinado que el hipotdlamo de ratones obesos inducidos
por una dieta alta en grasa presenta mayor nivel de fosforilacién, y por ende
activacion, de PERK e IRE1l, dos proteinas del RE que de manera
independiente actian como transductores del estrés del RE. Ademas, se ha
observado que la induccion de estrés del RE en el hipotalamo de ratones
controles, provoca una pérdida en la sensibilidad a leptina, puesto que la
inyeccion intraperitoneal de esta hormona no logra incrementar los niveles
de fosforilacion de STATS3, asi como tampoco logra disminuir la ingesta

alimentaria (Ozcan et al., 2009).

Por otro lado, un proceso de degradacion celular que permite mantener
un balance entre la sintesis, degradacion y subsecuente reciclaje de
componentes celulares, es la autofagia. Este es un proceso catabolico
altamente activo a nivel hipotaldmico en condiciones fisioldgicas (Klionsky,
2007) que, sin embargo, se ve disminuido tras el desarrollo de la obesidad
inducida por dieta (Coupé et al., 2012; Meng & Cai, 2011). En particular,
Coupé vy cols. (2012) utilizando un modelo transgénico knock-out para el
marcador de autofagia Atg7 en celulas Pomc:Cre, identificaron que la
disminucién en la autofagia en estas células causa un aumento del peso
corporal, de los depdsitos de grasa epididimaria y retroperitoneal y disminuye
la sensibilidad a leptina, lo que da indicios de que la integridad de la autofagia
cumple un rol importante en el funcionamiento de las neuronas POMC. Sin

embargo, es necesario tener precaucion sobre la especificidad celular de este
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modelo, puesto que se ha evidenciado que en etapas tempranas del desarrollo
Pomc se expresa en diferentes tipos celulares permitiendo la accion de la
recombinasa Cre, por lo que la delecion de Atg7 pudo no haber ocurrido
Unicamente en neuronas POMC y, en consecuencia, los efectos identificados
en esta investigacion pueden no ser especificos de esta poblacion neuronal
(Padilla et al., 2012).

Entre las alteraciones que se han evidenciado con la obesidad inducida
por dieta, se encuentra también un incremento de la apoptosis a nivel
hipotalamico, puesto que se determind que ratas tratadas con una dieta
compuesta por un 55% de grasa durante 8 semanas, muestran un aumento
significativo en la expresion proteica de marcadores pro-apoptoticos tales
como Bax, caspasa 8 y caspasa 9 (Moraes et al., 2009). Es posible que este
aumento en apoptosis sea la causa de la pérdida del 25% en el nimero de
neuronas POMC, evidenciado en la investigacion de Thaler y cols (2012) tras
el consumo de una dieta alta en grasa por 8 semanas (Thaler et al., 2012), no
obstante, todavia debe confirmarse que el aumento de apoptosis afecte en

especifico a las neuronas POMC.

Es importante considerar que, debido a limitaciones técnicas, la
mayoria de las alteraciones previamente descritas, que ocurren durante la
obesidad inducida por dieta, han sido establecidas a partir del analisis del
tejido hipotaldmico completo, sin tomar en cuenta la complejidad celular de
este tejido, por lo que, si bien permite hipotetizar ciertos efectos, no reflejan
de forma certera lo que ocurre en neuronas POMC. Con el fin de aportar en
el estudio de los efectos especificos en neuronas POMC, Lyu y cols (2020)

desarrollaron por primera vez, un andlisis de ARN-seq a partir de neuronas
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POMC purificadas desde ratones expuestos a una dieta alta en grasa (60% de
grasa), encontrando que tras 8 semanas de esta dieta ocurre una profunda
modulacion transcripcional. Esta modulacién transcripcional esta
caracterizada por 628 genes cuya expresion génica se encuentra aumentada y
438 que disminuyen su expresion de manera significativa en comparacién a
animales con dieta control. Estos genes estan asociados especialmente a vias
de sefalizacion de apoptosis, ciclo celular, genes blanco de E2F,
metabolismo de lipidos y sefializacion de quimioquinas, cuyo cambio en la
expresion genica fue validada mediante qRT-PCR. A partir de estos
resultados ellos proponen que la dieta alta en grasa induce una acumulacion
de esfingolipidos, lo que en conjunto con la activacion en la sefializacion de
quimioquinas favorece procesos inflamatorios que alteran el microambiente
de las neuronas POMC; luego de lo cual ocurre una inactivacion de la
proteina retinoblastoma que permite la desregulacion de la actividad
transcripcional de E2F, culminando en una entrada aberrante al ciclo celular
y posterior apoptosis de las neuronas POMC (Lyu et al., 2020). No obstante,
el proceso de purificacion de las neuronas POMC, se baso en la utilizacion
del transgénico Pomc-Cre; ROSA-tdTomato, que genera una marca
fluorescente en aquellas células que expresan la recombinasa Cre, que se
encuentra bajo el control del promotor Pomc; como se menciond
anteriormente, el modelo Pomc-Cre tiene la desventaja de marcar otros tipos
celulares, por lo que es posible que la expresion diferencial de ciertos genes

no sea especifica de las neuronas POMC.
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5. Modificaciones epigenéticas

Considerando que los casos de obesidad originados por mutacion en
un Unico gen representan alrededor del 5% de los casos totales, mientras que
la mayoria restante, ocurren como consecuencia de la interaccion poligénica
con el ambiente (Akiyama et al., 2017; Bell et al., 2005), se ha sugerido que
los estilos de vida contemporaneos tales como dietas caloricas y la falta de
ejercicio, pueden gatillar cambios epigenéticos que causan desregulacion del
balance energético y, por lo tanto, contribuyen al desarrollo de obesidad. De
este modo, las modificaciones epigenéticas permiten ejemplificar como un
cambio externo puede afectar la dinamica de expresion génica. La definicion
actual de epigenética es “fenotipo hereditario estable resultante de cambios
en un cromosoma sin alteraciones en la secuencia de ADN” (Berger et al.,
2009), que hace referencia a cambios que modifican el potencial
transcripcional de una célula, que a su vez puede conducir a cambios en la
funcién celular de una manera independiente a la secuencia de ADN vy que,
ademas, pueden ser reversibles y heredables (Goni et al., 2015). Inicialmente
se creia que las modificaciones epigeneéticas ocurrian Unicamente en periodos
tempranos del desarrollo, no obstante, actualmente se ha demostrado que
contindan en un proceso activo durante la vida adulta regulando procesos
adaptativos como, por ejemplo, la exposicion a un ambiente con alto
contenido calorico (Benite-Ribeiro et al., 2016; Roth, 2012). Clasicamente,
se han definido 3 diferentes tipos de modificaciones epigenéticas que son, la
metilacion de ADN, modificacién covalente de histonas y la regulacion
ejercida por ARN no codificantes. En esta ocasion, la atencion estara sobre
la metilacion del ADN, una de las modificaciones epigenéticas mas

estudiadas en relacion con la obesidad hipotalamica.
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5.1 Rol de la metilacion de ADN en la regulacién transcripcional

La metilacion del ADN consiste en la adicion covalente de un grupo
metilo en la posicidn 5 de un nucledtido de citosina, que en mamiferos ocurre
principalmente en citosinas que estan seguidas de una guanina, denominado
dinucledtido CpG, los cuales son poco frecuentes en la mayoria de los
eucariontes y representan cerca del 0.9-1% del genoma de humano y raton
(Al Adhami etal., 2022; de SenaBrandine & Smith, 2021). Estos
dinucleotidos, tienden a agruparse para formar las denominadas islas CpG,
que se caracterizan por tener un alto contenido de CpG (aproximadamente 10
veces mas frecuente que el resto del genoma) y poseer una longitud entre 200
y 1000 pares de bases (Gu et al., 2011; Meissner et al., 2008).

El efecto de la metilacion del ADN sobre las islas CpG, se asocia
clasicamente con una represion de la expresion genica, lo cual puede ocurrir
a traves de dos mecanismos. En primer lugar, el grupo metilo genera un
impedimento estérico que bloquea la unién de factores de transcripcion; en
este contexto se ha determinado que un unico grupo metilo en una region de
6 pb es suficiente para impactar en el acceso de un factor de transcripcion
(Tate & Bird, 1993; Watt & Molloy, 1988). Otro mecanismo, por el cual la
metilacion del ADN inhibe la expresion es a través de la unién de proteinas
con el dominio de union a metil-CpG (también conocido como dominio
MBD, por sus siglas en inglés) las cuales reclutan complejos remodeladores
de cromatina junto con enzimas modificadoras de histonas, generando asi su
compactacion y consecuente silenciamiento (Bird & Wolffe, 1999;
Hashimshony et al., 2003). Ademaés, se ha identificado una correlacion

inversa entre la metilacion del ADN y la trimetilacion de la histona 3 en la
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lisina 4 (H3K4me3), una marca ampliamente definida como activadora de la
transcripcion (Balasubramanian et al., 2012). De este modo se ha identificado
una evidente relacion entre la metilacion del ADN, la compactacion de la
cromatina y por ende la expresién génica. Por lo mismo, y tal como ocurre
con la expresion génica, los patrones de metilaciéon de ADN varian entre
distintas poblaciones celulares, otorgandole un caracter ceélula-especifico
(Liu et al., 2016). No obstante, investigaciones realizadas el Gltimo tiempo
han ampliado esta vision, identificando que es posible que un aumento en la
metilacion se relacione con un aumento en la expresion geénica, lo cual se
fundamenta en que factores de transcripcion son capaces de unirse al ADN

aun en presencia de grupos metilos (de Mendoza et al., 2022; Hu et al., 2013).

La metilacion del ADN es un proceso dindmico ya que, mediante procesos
enzimaticos, se puede adicionar o eliminar un grupo metilo. En particular la
adicion de un grupo metilo es llevado a cabo por enzimas de la familia de las
metiltransferasas, entre las cuales estan aquellas encargadas de adicionar un
grupo metilo de novo, como DNMT3ay DNMT3b; y aquellas encargadas de
la mantencion de la metilacion durante cada ciclo replicativo como
DNMT1(Hermann et al., 2004; Okano et al., 1999). Estas enzimas utilizan
como sustrato un grupo metilo proveniente de la conversion de S-adenosil
metionina (SAM) a S-adenosil homocisteina (SAH), ambos componentes del
ciclo de la metionina que esté influenciado por la presencia de nutrientes y
vitaminas como folato, B12, B6 y colina (Friso etal., 2017; Mentch &
Locasale, 2016). La eliminacion de la metilacion, en cambio, puede ocurrir
de manera pasiva, mediante una ausencia de la mantencion de metilacion

durante la replicacion de ADN, asi como también pueden eliminarse grupos
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metilo por un mecanismo activo que requiere la participacion de la familia
de enzimas TET, dioxigenasas capaces de oxidar 5-metilcitosina (5-mC) a 5-
hidroximetilcitosina (5-hmC) (Ambrosi et al., 2017; Bochtler et al., 2017;
lyer et al., 2009; Tahiliani et al., 2009).

Cabe mencionar que las islas CpG (principal sitio donde ocurre la metilacion
del ADN) pueden encontrarse en regiones regulatorias como promotores,
pero también es posible encontrarlas en regiones inter e intragénicas, donde
reciben el nombre de islas CpG huérfanas (Illingworth et al., 2010; Jones,
1999). Las regiones promotoras incluyen cerca del 60% del total de islas CpG
en ratones, por lo que ha sido ampliamente estudiado el efecto que tiene la
metilacion sobre la expresion génica y ha permitido establecer que un
aumento en la metilacion de regiones promotoras conlleva a una disminucion
en la expresion del respectivo gen. Tal como se menciond anteriormente, este
fenomeno se debe a la incapacidad de establecer la maquinaria de la
transcripcion, ya sea por un impedimento estérico o por compactacion de la
cromatina (Al Adhami et al., 2022; Venolia & Gartler, 1983).

En cuanto a la metilacion del ADN en islas CpG huérfanas, su estudio es
bastante reciente y se ha identificado que son méas propensas a encontrarse
metiladas y ademas presentan un patron de metilacion tejido especifico
(Deaton et al., 2011; Illingworth et al., 2010). Si bien aun no existe total
claridad de su rol, se ha sugerido que la metilacion del ADN en estas regiones
favoreceria la expresion génica, debido a su capacidad de silenciar
promotores alternativos, para mantener la eficiencia de la transcripcion de su

respectivo gen (Maunakea et al., 2010; X. Yang et al., 2014). Ademas, se ha
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postulado que pueden regular los procesos de splicing alternativo (Cain et al.,
2022; Nanavaty et al., 2020; Shukla et al., 2011).

Para estudiar el estado de metilacion del ADN a escala gendmica (también
conocido como metiloma), es comun utilizar la secuenciacién de bisulfito
(BS-seq). Esta técnica se basa en el tratamiento del ADN con bisulfito, que
conduce a la transformacion de citosinas no metiladas en uracilo, a través de
un proceso que incluye una reaccion de sulfonacion, deaminacion hidrolitica
y desulfonacion (figura 4). Los uracilos resultantes, por medio de un proceso
de amplificacion, son posteriormente transformados a timina, lo que permite
hacer la distincion entre citosinas metiladas y no metiladas (Cokus et al.,
2008; Frommer et al., 1992). La secuenciacion con bisulfito puede aplicarse
a todo el genoma a resolucion de un unico nucleétido (técnica conocida como
Whole genome bisulfite sequencing, WGBS por sus siglas en inglés) sin
embargo, esta técnica resulta bastante costosa en términos de secuenciacion
(Lister et al., 2009). Como solucidn, y teniendo en consideracion que las islas
CpG constituyen un pequefio porcentaje del genoma, se han desarrollado
estrategias como la Secuenciacion de bisulfito de representacion reducida
(RRBS por sus siglas en inglés), que tiene la cualidad de enriquecer la
secuenciacion de regiones ricas en CpG, debido a que incluye la utilizacion
de la enzima de restriccion Mspl que reconoce y corta sitios CCGG (Gu et al.,
2011; Meissner et al., 2005, 2008). De esta manera, la técnica RRBS tiene la
ventaja de entregar resultados a resolucién de un Unico nucleétido con una

alta eficiencia y un bajo costo.
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FIGURA 4: REACCION DE CONVERSION DEL BISULFITO

(A) Mediante una reaccion de sulfonacion, la citosina es capaz de reaccionar con el
bisulfito y dar origen a una citosina sulfonada. A continuacion, la citosina sulfonada sufre
una desaminacion hidrolitica que da lugar uracilo sulfonado. El uracilo sulfonado,
posteriormente, se transforma en uracilo mediante una reaccion de desulfonacion. (B) El

grupo metilo de la 5-metilcitosina impide la reaccion del bisulfito.

5.2 Metilacion de ADN en neuronas POMC

Dado que la regulacion ejercida por la metilacion del ADN es estable
en el tiempo, fue considerada por mucho tiempo como un proceso exclusivo
de etapas tempranas del desarrollo como por ejemplo en la inactivacion del
cromosoma X. No obstante, en la actualidad es aceptado que la metilacion
del ADN es un proceso dindmico que se mantiene en la vida adulta, que puede
ser modificado durante distintas enfermedades y regulado por condiciones
ambientales, como el tipo de dieta (Alegria-Torres et al., 2011; Mattocks
etal., 2017). Lo anterior parece ser particularmente importante a nivel
cerebral, donde neuronas post-mitéticas muestran una elevada expresion de
DNMT1 y DNMT3a, mientras que su ausencia causa alteraciones en la

plasticidad neuronal (Feng et al., 2010). Ademas de la metilacion del ADN
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(5-mC), la hidroximetilacién (5-hmC) también parece cumplir un rol
importante en el sistema nervioso central, puesto que se encuentra
particularmente enriquecido en este tejido, donde es capaz de interactuar con
proteinas de la familia MBD v, al parecer, ejerceria una funcion estimuladora
de la expresion génica (Globisch et al., 2010; Shen et al., 2020).

En relacion con el control de la homeostasis energética a nivel hipotalamico,
existen diferentes investigaciones que han permitido establecer que la
metilacion del ADN juega un rol importante en su regulacion. Evidencia de
ello fue obtenida al observar que animales transgénicos que carecen de
DNMT3a en neuronas Sim1 del nucleo paraventricular desarrollan obesidad,
hiperfagia, disminucion del gasto energético y niveles plasmaticos elevados

de leptina e insulina (Kohno et al., 2014).

Adicionalmente, el tipo de dieta ingerida puede modificar el estado de
metilacion de diferentes genes durante la vida adulta. Por ejemplo, ratones
que reciben una dieta de cafeteria (rica en grasa y azlcares) muestran una
variacion en la expresion de neuropéptidos hipotalamicos, particularmente,
se evidencia un aumento en la expresion de Pomc en el nicleo arqueado y de
Npy en el nicleo paraventricular. Estos cambios en la expresion génica estan
acompafados, ademas, por una disminucion en la metilacion del promotor de
ambos genes (Lazzarino et al., 2017). Por otro lado, y tal como se mencioné
anteriormente, un estudio realizado por Marco y cols. (2013) mostro que ratas
alimentadas con una dieta alta en grasa tienen mayores niveles plasmaticos
de leptina e insulina en relacion con ratas alimentadas con dieta control como
cabia esperar, sin embargo, no hay variacién en los niveles de expresion de

Pomc a nivel hipotaldmico. Junto con esto, se observo que la regidn
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promotora de Pomc se encuentra hipermetilada en sitios particularmente
relevantes para la union del factor de transcripcion Spl (Marco et al., 2013).
En otra investigacién desarrollada en ratones se identificd que, tras una
inflamacion aguda, la subunidad RELA del NF-xf es capaz de unirse a la
regién promotora de Pomc y promover su transcripcion, sin embargo, con
una inflamacion cronica inducida por el consumo de una dieta alta en grasas
por 20 semanas ocurre un aumento significativo en el estado de metilacion
del promotor Pomc, especificamente en una citosina que participa en la union
con RELA, impidiendo que esta pueda activar la transcripcion de Pomc (Shi
etal., 2013).

Estos hallazgos hacen sugerir que la modificacion en el nivel de metilacion
y el consecuente cambio en la expresion génica inducido por la dieta, podria
extenderse a otros genes y con ello contribuir en el fenotipo que muestran las
neuronas POMC durante la obesidad. Lo anterior, sumado a la escasa
informacion que se tiene sobre las alteraciones que afectan especificamente
a las neuronas POMC durante el desarrollo de obesidad, asi como el caracter
célula-especifico de la metilacion del ADN, junto con la ausencia hasta la
fecha de estudios que hayan explorado la metilacion del ADN a escala
gendmica en esta poblacion celular purificada, es que el presente trabajo
busca analizar modificaciones en el metiloma que puedan ocurrir
especificamente en las neuronas POMC y que contribuyan al desarrollo y
mantencion del fenotipo que exhiben estas céelulas durante la obesidad

inducida por dieta.
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Il.  HIPOTESIS

Estudios previos, en individuos que sufren obesidad, han demostrado
diversas alteraciones en el normal funcionamiento de las neuronas
hipotalamicas POMC, por lo que su capacidad de inhibir el apetito se

encuentra afectada.

Entre estas alteraciones se evidencia un aumento de procesos
neuroinflamatorios, resistencia a hormonas y estrés del reticulo
endoplasmatico; disminucion de la autofagia, pérdida del cilio primario,
disminucion de la excitabilidad neuronal y cambios en la dinamica de

expresion geénica.

Un mecanismo molecular que podria estar involucrado en el desarrollo y/o
mantencion de estas alteraciones es la metilacion del ADN, puesto que tiene
la capacidad de regular la expresion géenica y esta fuertemente influenciada

por factores ambientales como la exposicion a dietas caldricas.

En vista de lo anterior, surge la interrogante ¢ Es la obesidad inducida por una
dieta alta en grasa capaz de generar cambios en el metiloma y en
transcriptoma de las neuronas POMC? Frente a lo cual se propone la

siguiente hipotesis:

La obesidad inducida por una dieta alta en grasas induce dinamicas de
metilacion y expresion de neuronas POMC en genes implicados en el

desarrollo de obesidad.
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I11. OBJETIVOS

Objetivo General:
Analizar la modulacion en el metiloma de las neuronas POMC producto de

la obesidad inducida por dieta.

Objetivos especificos:
1. Caracterizar el metiloma de neuronas POMC obtenidas desde ratones
obesos inducidos por dieta y ratones controles.
2. Relacionar los cambios en el metiloma de las neuronas POMC con los
cambios en el transcriptoma de neuronas POMC de ratones sometidos

al mismo tratamiento.
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IV. MATERIALESY METODOS

1. Aprobacion bioética del disefio experimental y manejo de animales

Los procedimientos que involucran trabajo con animales fueron revisados y
aprobados por el comité de Bioética y Bioseguridad de la Vicerrectoria de
Investigacion y Desarrollo de la Universidad de Concepcién y por el comité
de Bioética de la Facultad de Ciencias Bioldgicas (CEBB 531-2019, en el
marco del proyecto FONDECYT de Iniciacion N°11190401). Los animales
fueron mantenidos en el bioterio de la Facultad de Ciencias Biologicas,
Centro Regional de Estudios Avanzados para la Vida (CREAV), siguiendo
las directrices del Instituto Nacional de Salud para el cuidado y uso de los
animales, y con una revision permanente de los aspectos fisicos y
conductuales de los animales por parte de profesionales veterinarios.
Ademas, los animales se alojaron en grupos de 3 a 5 animales por jaula, a una
temperatura promedio de 22 + 2°C, con un ciclo de 12 horas luz/oscuridad y

con agua y comida ad libitum.

2. Generacion de animales obesos inducidos por una dieta alta en grasas.
Se utilizo la linea transgeénica de ratones C57BL/6J-Tg(Pomc-EGFP)1Low/J
(JAX cepa #009593) (Cowley etal., 2001). A las 8 semanas de edad, 44
machos fueron divididos en dos grupos. El grupo control (CD) que recibio
una dieta control (D5053, LabDiet) y el grupo experimental recibié una dieta
alta en grasa saturada (HFD, 60% grasa, D12492, Research Diet) (figura 5).
La composicion en kcal de la dieta alta en grasa es: 20% proteina, 20%
carbohidratos y 60% de grasa. Esta intervencién alimentaria tuvo una
duracion de 11 semanas, periodo durante el cual se midi6 semanalmente el

peso corporal y se calculd la ganancia de peso; definida como la diferencia
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entre el peso corporal de cada semana versus el peso corporal al inicio de la
intervencidn alimentaria. Asimismo, tres dias a la semana se midié la ingesta
de alimento por jaula. Los gramos de alimento medidos luego fueron
transformados a kcal, para lo cual se considerd una equivalencia de 3.1 kcal/g
para la dieta control y 5.2 kcal/g para la dieta alta en grasa (LabDiet, 2023;
Research Diets, Inc., 2023). Asumiendo que todos los animales consumen
cantidades similares de alimento se calculd la ingesta calorica diaria por

animal.

Medicion semanal de peso corporal e ingesta alimentaria

A
r I

CcD
Dieta control Ad libitum

HFD
Dieta alta en grasa Ad libitum

&R

Ratones o s S
POMC:eGFP emana emana

0 11

FIGURA 5. DISENO EXPERIMENTAL PARA GENERAR ANIMALES OBESOS
INDUCIDOS POR DIETA HFD

Ratones de 8 semanas de edad fueron divididos en 2 grupos, CD y HFD. A continuacion,
y por 11 semanas, el grupo HFD recibié una dieta alta en grasa, mientras que el grupo CD
continuo con la dieta control, ambas ad libitum. Durante este periodo se midid

semanalmente del peso corporal e ingesta alimentaria.

2.1 Medicion de glicemia y perfil lipidico
A fin de evaluar cambios en la glicemia asociados con el tratamiento de la
dieta alta en grasa, se midio la concentracion de glucosa en sangre al

momento de ingresar al experimento y luego de las 11 semanas de la
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intervencion dietaria. Para esto, los animales fueron sometidos a un ayuno
nocturno de 12 horas y se realizé una puncién a la vena caudal de la cola para
extraer sangre y medir glicemia con un glucometro Accu-chek Guide
(Roche). Junto con la medicion de glicemia, se colectd muestra sanguinea la
cual se mantuvo con heparina (20Ul por mL de sangre) para evitar su
coagulacion y se centrifugo a 3000 rpm por 10 minutos a 4°C. De esta manera

se aislo el plasma 'y se almaceno a -80°C para analisis posteriores.

Desde las muestras de plasma, se realizd un perfil lipidico, mediante
espectrofotometria, para determinar las concentraciones plasmaticas de
colesterol total, triglicéridos y HDL. A partir de estos 3 valores se calculé la
concentracion plasmatica de LDL, siguiendo la formula de Friedewald
(Friedewald et al., 1972). Estas mediciones fueron realizadas como servicio

externo en el laboratorio clinico a cargo del Dr. Luis Bricefio.

Cabe sefialar que tanto la medicion de glicemia al inicio del experimento,
como la medicion del perfil lipidico se realizo sobre un subgrupo aleatorio

del total de animales.

3. Purificacion de neuronas POMC por medio de la técnica FACS

Una vez terminado el periodo de 11 semanas, los animales fueron
anestesiados en una camara de inhalacion con un flujo constante de
isofluorano (Img/ml, 4% de isofluorano) para luego ser sacrificados por
dislocacion cervical y decapitacion. Posteriormente, se extrajo el cerebro
completo, se mantuvo en solucién salina tamponada con fosfato de Dulbecco

(DPBS 1X, Gibco) y se microdisectd la region hipotalamica medio basal bajo
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lupa de epifluorescencia (Olympus MVX10) en base a la fluorescencia
emitida por el transgén POMC:eGFP. Dado que disgregar neuronas
hipotalamicas de ratones adultos manteniendo la viabilidad celular es un
proceso complejo, fue necesario estandarizar un protocolo eficiente para esta
tarea (figura 6). Para ello se utilizd una mezcla enzimatica de papaina (50
U/mL, Sigma, USA) y tripsina (0.12%, Sigma, USA). La solucion enzimatica
fue preparada en tampon HBSS con rojo fenol (Gibco), EDTA 100mM, L-
cisteina 99.9% %p/p y trehalosa 50% %p/v a pH 7 (regulado con NaOH). Se
utilizaron 300uL de la solucion enzimética para un conjunto de 3-5
hipotalamos por muestra y fueron incubados por 10 minutos a 37°C. Luego,
se adicionaron 2 pL de DNAse | (1 U/ul, Invitrogen) y se realizd una
disgregacion mecéanica con una micropipeta p1000, para ser incubados
nuevamente a 37°C por 5 minutos. Posteriormente, se continué con la
disgregacion mecanica con una micropipeta p200 con punta abierta (se
considera una punta abierta porque se corto aproximadamente 1mm desde el
extremo de la punta), seguido de suspensiones con una micropipeta p200 sin
cortar, hasta no tener tejido visible. Una vez que todo el tejido fue disgregado,
se adicion6 500uL de una solucion de detencion (10% de suero bovino fetal
(SBF), trehalosa 50% %p/v, HBSS con rojo fenol y NaOH 10% para
mantener un pH = 7) para disminuir la actividad de las enzimas proteoliticas.
La suspension celular fue, posteriormente, filtrada a través de un filtro celular
de 70um y centrifugada a 700g por 10 minutos a 4°C. EIl sobrenadante fue
descartado y el pellet se resuspendio en 500 pL de una solucién FACS que
contiene DPBS suplementado con BSA al 0.5%, trehalosa 50% p/v, EDTA
100mM y DNAse | (1 U/ul, Invitrogen). Finalmente, la suspension celular

fue nuevamente filtrada con un filtro de 70pum en un tubo de 1.5mL de baja
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retencién (Cat. 72.706.700, Sarstedt). Este procedimiento se realizd de
manera paralela con una muestra obtenida de un animal no transgénico, que
actué como control negativo para establecer el umbral de fluorescencia basal

del citometro.

La suspension contiendo las células disgregadas (tanto del control negativo
como de la muestra POMC:eGFP) fue sometida a una seleccion de células
activada por fluorescencia (FACS, del inglés fluorescence-activating cell
sorting). EI FACS se llevé a cabo en el centro de microscopia avanzada
(CMA, Universidad de Concepcion) utilizando el equipo FACS Aria-lll, BD
Biosciences e identificando la sefial de GFP con el detector FITC. La
clasificacion de células se establecio en modo enriquecimiento y de manera
jerérquica, a partir de la relacion entre forward scatter (FSC) y side scatter
(SSC) que reflejan el tamario y granularidad celular, respectivamente. Luego
se establecid la eliminacion de dobletes a partir de la relacion entre side
scatter area (SSC-A) y side scatter height (SSC-H). Adicionalmente, y a
partir del control negativo se definié un valor umbral de intensidad de FITC
para delimitar cuando un evento se considera positivo. Este pardmetro se
define en cada ensayo a partir del control negativo y en promedio se definid

alrededor del valor 103 unidades arbitrarias de fluorescencia.

Los eventos positivos fueron recolectados en un tubo de 1.5mL de baja
retencion (Cat. 72.706.700, Sarstedt) que contenia tampon de lisis, proteinasa
Ky carrier de ARN del kit QlIAamp® DNA Micro kit (Cat. 56304, Qiagen).
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FIGURA 6: PROTOCOLO DE DISGREGACION DE CELULAS HIPOTALAMICAS

A partir del cerebro completo de animales transgénicos POMC:eGFP se microdisect6 la
region hipotaldmica medio basal. Este tejido se sumergio en 300 pL de una solucion
enzimatica de Papaina y Tripsina y se incubd por 10 minutos a 37°C. Pasado este tiempo,
se adicionaron 2 pL de DNAse | y se realizd una disgregacion mecanica con una
micropipeta p1000, luego de lo cual fue nuevamente incubado por 5 minutos a 37°C.
Posterior a la incubacion se prosiguié con la disgregacion mecanica, esta vez, utilizado
una micropipeta p200 con la punta abierta y luego con una cerrada, hasta que no haya
tejido visible. Luego, se adicionaron 500 pL de una solucion de detencion, que disminuye
la reaccion de las enzimas proteoliticas, se filtré a mediante un filtro celular de 70 um y
se centrifugd a 700g por 10 minutos a 4°C. EI pellet resultante se resuspendio en 400 pL
de una solucion FACS y se realizé un segundo proceso de filtracidn, con un filtro celular
de 70 um. Finalmente, la suspension celular fue sometida a FACS a fin de purificar las
celulas GFP.
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4. Extraccion y medicién de concentracién de ADN gendmico

A partir de las células GFP positivas previamente sorteadas, se procedio a
extraer el ADN gendmico con el kit QlAamp® DNA Micro (Cat. 56304,
Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante, con una elucion final de
20 uL. Posteriormente, se cuantifico la concentracion de ADN genémico con
el equipo Qubit Fluorometer4 y el kit Qubit dsSDNA HS Assay (Cat. Q32851,
Thermo Fisher), que cuantifica en base a la fluorescencia emitida por un
colorante que se une selectivamente al ADN doble hebra. Esta altima
medicion se realizo en Melisa Institute (San Pedro de la Paz, Concepcion,
Chile). Debido a que se obtuvieron bajos valores de concentracion para
muestras individuales, se decidié mezclar dos o mas muestras hasta alcanzar

una cantidad minima de 15ng de ADN gendémico.

5. Secuenciacion del metiloma de neuronas POMC

Hacer compatible la muestra en estudio con la plataforma de secuenciacion,
se conoce como preparacion de libreria, proceso que tiene como base la
ligacion de adaptadores para permitir la union de la muestra a la celda de
flujo del equipo de secuenciacion. Para llevar a cabo este procedimiento se
utilizo el kit Zymo-Seq RRBS™ Library Kit (D5460, Zymo Research), para
2 muestras de la condicion CD y 2 muestras de la condiciéon HFD. Cada
muestra contenia aproximadamente 15 ng de ADN genomico los cuales
fueron digeridos con la enzima de restriccion Mspl. Luego, se realizd la
ligacion de adaptadores y reparacion de las hebras por medio de la
incorporacion de nucleotidos. Posteriormente, se realizd la conversion con
bisulfito y finalmente una amplificacion por PCR de la libreria incorporando

un index en un extremo de cada fragmento. Un index es una secuencia de
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oligonucledtidos que actian como adaptadores en el proceso de
secuenciacion y que son propiedad intelectual de Illumina Inc. La
amplificacién por PCR incluy6 15 ciclos, que es el numero recomendado por
el fabricante en base a la cantidad de ADN gendmico con la cual se comenzo.
Cabe mencionar que las secuencias index permiten diferenciar cada una de
las 7 muestras durante el proceso de secuenciacion, por lo que es necesario
utilizar un index diferente en cada muestra. El index utilizado para cada

muestra en la tabla 1.

TABLA 1. SET DE INDEX UTILIZADOS PARA CADA MUESTRA

Muestra  Index primer set Secuencia
CD1 Index F CTTGTA
CD?2 Index G ATCACG

HFD 1 Index | ACTTGA
HFD 2 Index J GATCAG

Posteriormente, se realizo una electroforesis capilar con el fin de determinar
la distribucién de tamafio de los fragmentos que componen la libreria, puesto
que la exposicion a un campo eléctrico genera una migracion diferencial que
es proporcional al tamafio de cada fragmento. Para ello se utilizo el kit High
Sensitivity Kilo Base Cartridge Kit (C105253, Bioptic) y el equipo Qsepioo
(Bioptic) en Melisa Institute (San Pedro de la Paz, Concepcion, Chile).
Ademas, se cuantifico la concentracidn por Qubit y se realizé una estimacion

de la concentracion molar de las librerias utilizando la siguiente formula:
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Concentracion(n L
(ng/ulL) 106

C t .7 M f—
oncentracién (nM) 660 x tamafio de libreria (bp) g

Formula N° 1: Calculo de concentracion molar

Finalmente, la secuenciacion se realiz6 por medio de un servicio externo
utilizando un secuenciador Illumina NovaSEQ 6000, en el centro de
investigacion GIGA (Universidad de Liege, Belgica), en modo paired-end y

con una profundidad de 30 millones de secuencias por libreria.

6. Analisis bioinformatico, control de calidad de los datos

Los datos crudos, obtenidos desde la secuenciacion, fueron sometidos a un
analisis de calidad mediante el programa FastQC (v0.11.9) (Andrews, 2010)
(Anexo 1). Se examinO la calidad de secuenciacion por cada base (valor
phred), la proporcién de bases a lo largo de la secuencia, la contaminacion de
adaptadores y la longitud de las secuencias. Cabe considerar que el valor
phred es una métrica de la calidad con que se identifico cada base, que se
define como la probabilidad logaritmica de que una base sea mal identificada
por el secuenciador; cuando se alcanza un valor phred de 30, la probabilidad
de que la identificacion sea incorrecta es de 1 en 1000 y por tanto la exactitud
es de 99,9% (Ewing & Green, 1998).

En base a los resultados de calidad, se realizo un procesamiento de los datos
con el programa TrimGalore (v0.6.7) (Krueger, 2016) para remover bases en
los extremos con calidad phred inferior a 24, bases no determinadas (N),
adaptadores y los nucle6tidos incorporados en la reparacion de las hebras
durante la preparacion de la libreria. Asimismo, se eliminaron las secuencias

que tenian una longitud menor a 50 pares de bases. Una vez realizado el
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procesamiento, se evalué nuevamente la calidad de los datos con el programa
FastQC (Anexo 2).

Como analisis adicional para evaluar la calidad de los datos y corroborar que
provengan de muestras de raton, se realiz6 un alineamiento de las secuencias
al genoma de 8 organismos modelos: H. sapiens, M. musculus, R. norvegicus,
D. melanogaster, C. elegans, S. cerevisiae, A. thaliana y E. coli. Para esto se
utilizo el programa FastQ-Screen (v0.15.1) (Wingett, 2011) con la
configuracion --bisulfite para indicar que las secuencias fueron tratadas con
bisulfito. Cabe sefialar que los index de los organismos modelos fueron
descargados directamente por FastQ-Screen desde el sitio web de Babraham

Bioinformatics con el comando --get_genomes (Anexo 3).

6.2 Alineamiento al genoma de referencia e identificacion del estado de
metilacion

Con el objeto de identificar desde que region genomica proviene cada una de
las secuencias, se realiz6 un alineamiento de los datos procesados al genoma
de ratdbn GRCm39 (version 108, Ensembl), para lo cual se utilizé el programa
Bismark (v0.24.0) (Krueger & Andrews, 2011). Cabe sefialar que previo a la
ejecucion del alineamiento, fue necesario realizar una preparacion de la
referencia, con el comando bismark genome_preparation en el cual el
genoma se somete a una conversion de C > T y de G - A. El costo
computacional asociado a este proceso (y al alineamiento propiamente tal) es
elevado, mas aun cuando se trabaja con genomas extensos como el de raton,
que pueden llegar a requerir mas de 128 GB de memoria RAM. Por esta
razon, se trabajé Unicamente con las secuencias cromosomales del genoma

de referencia (Anexo 4).
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Con el fin de obtener mayor eficiencia de alineamiento, es decir, mayor
namero de alineamientos Unicos, se utilizaron 4 diferentes configuraciones
(tabla 2) (Anexo 5). El alineamiento no direccional (realizado con el
comando --non_directional) implica que cada secuencia puede provenir de 4
posibles hebras (hebra sentido original, hebra sentido complementaria, hebra
antisentido original y hebra antisentido complementaria) y se define por el
protocolo de preparacion de libreria (anexo 5b). En cuanto a la disminucion
de la exigencia, se aumenté el maximo mismatch permitido para considerar
un alineamiento como valido (mediante el comando --score_min L,0,-0.6)
(anexo 5c¢). El alineamiento local (ejecutado con el comando —local) modifica
el modo de alineamiento de global a local (anexo 5d). Todos estos parametros
son comunmente testeados cuando se tiene una baja eficiencia de
alineamiento (Krueger, 2015/2023). Cabe sefialar que para este anélisis se

utilizd unicamente la muestra CD1.

TABLA 2. TESTEO DE DIFERENTES PARAMETROS DE ALINEAMIENTO

Test 1 Test 2 Test 3 Test 4
Alineamiento  Alineamiento  Alineamiento  Alineamiento
por defecto  no direccional no direccional no direccional
Disminucién  Disminucion
de exigencia  de exigencia

Alineamiento
local
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De acuerdo con la eficiencia de mapeo resultante, se selecciond el test 3 y se
procedid a ejecutar el alineamiento para todas las muestras. Como resultado,
Bismark entrega un reporte con la eficiencia de mapeo, la cantidad de
secuencias que no alinean bajo ninguna condicién y la cantidad de secuencias

que alinean en méas de una posicion del genoma (alineamiento ambiguo).

A continuacion, se realizo la determinacion del estado de metilacion de cada
citosina en contexto CpG, CHG y CHH (donde H puede ser A, T o C)
utilizando la funcion bismark_methylation_extractor incluida en Bismark y
extrayendo unicamente la informacion en contexto CpG (Anexo 6). La
ejecucion de esta funcion genera un archivo coverage que informa el
cromosoma del que proviene cada citosina, la coordenada gendmica, el
porcentaje de metilacion y la cantidad de veces que se encontrd una
determinada citosina metilada y sin metilar. A partir de estos archivos se
visualizd, en cada una de las muestras, el estado de metilacion de la region
gendmica correspondiente al gen Pomc mediante el visualizador 1GV
(Thorvaldsdéttir et al., 2013), para lo cual se utilizé la anotacién del genoma
y de las islas CpG de raton (mm10, USCS). Posteriormente se exploré la
ubicacion citosinas metiladas (mC) por estructura genica, vale decir,
distinguir mC localizadas en promotores, intrones, exones 0 regiones
intergénicas. Lo anterior se llevé a cabo utilizando la anotacion de ratén
GRCm39 (version 107, Ensembl) y la funcién annotateWithGeneParts de
Methylkit (v1.24.0) (Akalin et al., 2012).

Adicionalmente, se explord el estado de metilacidn de citosinas ubicadas en
una region promotora arbitrariamente definida, que abarca 2kb corriente

arriba y corriente abajo del sitio de inicio de la transcripcion (TSS, por sus
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siglas en ingles) de todos los genes activos en neuronas POMC, considerando
como genes activos aquellos que se expresan en estas neuronas. Para esto, se
construyd una matriz de conteo con la funcién computeMatrix de Deeptools
(Ramirez et al., 2016), la cual contiene informacién del puntaje de metilacion
en esta region promotora. A partir de esta matriz se construyé un mapa de
calor con el puntaje de metilacion de citosinas en cada gen, ordenado de
manera descendente, mediante la funcion plotHeatmap de DeepTools. A fin
de evaluar si el estado de metilacion de citosinas en la region promotora esta
relacionado con la expresion génica, se graficé la abundancia de ARN de
cada uno de los genes activos, ordenados de manera descendente segun su
puntuacion de metilacion. Para esto se utilizaron datos de ARN-seq
generados en nuestro laboratorio siguiendo el mismo protocolo de
alimentacion de animales y purificacion de neuronas (datos no publicados).
Lo anterior se realizo de manera independiente para muestras de la condicion
CDy HFD.

6.3 Analisis de metilacion diferencial

Con el objetivo de analizar si la obesidad genera cambios en los patrones de
metilacion del ADN en las neuronas POMC, se procedio a realizar un test de
metilacion diferencial entre las muestras provenientes de ratones obesos y
ratones controles. Para ello se utilizo el programa R (v4.2.1), con el paquete
MethylKit que permite calcular estadistica descriptiva de los patrones de
metilacion del ADN, medir la similaridad entre las muestras y calcular un

test de metilacion diferencial (Anexo 7).

En la medicion de estadistica descriptiva se calculd, para cada muestra

individual, la cobertura de cada citosina y a partir de ello se construy6 un
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histograma con la frecuencia de coberturas (funcién getCoverageStats, anexo
7). De esta manera, si se encuentra que hay citosinas que tienen una cobertura
notoriamente mayor que el resto, se puede establecer que el experimento
sufrio sesgo de PCR, lo que implica que ocurrié una amplificacion asimétrica
de algunas secuencias y, en consecuencia, afecta la determinacion precisa del
porcentaje de metilacion. Como consecuencia de este analisis se decidio
aplicar un filtro (de manera independiente para cada muestra) para descartar
bases que tengan una cobertura percentil mayor a 99.9 y menor a 10X
(funcion filterByCoverage, anexo 7). Posterior al filtro, se normalizo la
distribucion de cobertura entre las muestras (funcion normalizeCoverage,
anexo 7) y se construyé una matriz que incluye solo aquellas citosinas
cubiertas en todas las muestras, la cual sera utilizada para los siguientes

analisis.

Por otro lado, la similaridad en los perfiles de metilacion entre las muestras
fue explorada a través de coeficientes de correlacion de pares, calculado con
el método de Pearson; y un analisis de componente principal (PCA del inglés
Principal Components Analysis) (funcion clusterSamples y PCASamples,
respectivamente. Anexo 7). Este Gltimo, es una técnica de transformacion
lineal no supervisada, que permite simplificar la multidimensionalidad de los
datos (derivada de la cantidad de citosinas y las secuencias asociadas a cada
una de ellas) a través de una correlacion entre varianzas, a un plano simple
de dos dimensiones. ElI componente principal 1 (PC1) es el que exhibe la
mayor varianza posible, y a partir del cual se calcula el componente principal
2 (PC2) (Leveretal., 2017).
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Posteriormente, ejecutando el comando calculateDiffMeth se realizé el test
de metilacion diferencial, que mediante una regresion logistica compara la
fraccion de citosinas metiladas entre el grupo control y experimental. De
manera simultanea al test estadistico, y a fin de corregir el problema de la
prueba de hipébtesis mdltiple, se realiz6é una correccién del valor p mediante
el modelo SLIM a partir del cual se obtiene el valor g, que refleja la
significancia. Este procedimiento se realizo0 a resolucion de una unica
citosina, identificando como citosinas diferencialmente metiladas (DMC del
inglés Differential Methylated Citosines) aquellas con una significancia
menor o igual a 0.05 y una diferencia de metilacion entre ambas condiciones
de un 25%. Cabe sefialar que, dentro de la metilacion diferencial, se define
hipermetilacion cuando la metilacion es significativamente mayor en el
grupo experimental en comparacion al control, e hipometilacion cuando la
metilacion es significativamente menor. Adicionalmente, se exploré el
comportamiento de las DMC por cada cromosoma y por estructura génica.
Asi también, se asocio cada DMC a su respectivo gen mediante la funcion
getAssociationWithTSS (anexo 7).

6.4. Asociacion entre metilacion de ADN y expresion génica

A fin de evaluar si la metilacion diferencial que ocurre como consecuencia
de la obesidad, particularmente en las cercanias de la regién promotora, esta
relacionada con un cambio en la expresion genica se correlacionaron los
datos de metilacion de ADN con datos de expresion génica generados por
nuestro laboratorio mediante ARN-seq (datos no publicados). Para ello se
extrajo la informacién de metilacion de todas las citosinas contenidas en la

regién promotora previamente definida (ventana gendmica de 2kb alrededor
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del TSS) referente al porcentaje de cambio de metilacidn y su significancia;
y posteriormente, se asocio con la informacion de expresion de su respectivo
gen. Cabe sefialar que la variacién en la expresidon génica se define por el
logaritmo en base 2 de las veces de cambio de abundancia de ARN (log2FC,
por sus siglas en ingles) y la tasa de descubrimiento falso (FDR, por sus siglas
en ingles); el primer término define si hay un aumento o disminucion en la
expresion y el segundo termino define la significancia de este cambio. En
este caso, se establecio un valor de FDR menor o igual a 0.1 para definir una

variacion significativa en la expresion génica.

A continuacién, y con el objetivo de comprender el rol que estarian
cumpliendo las citosinas diferencialmente metiladas en la regién promotora
y su participacion en la modulacion de la expresion genica, se analizd la
presencia de DMC en secuencias que constituyen motivos de union a factores
de transcripcion (TF). Para esto se realizd una interseccion mediante la
funcién intersect de Bedtools (v2.30.0) (Quinlan & Hall, 2010) entre la
posicion de cada DMC y la posicion de los motivos contenidos en la base de
datos del programa Homer (base de datos de motivos de unién a TF
conocidos para el genoma de raton mm10, USCS) (Heinz et al., 2010). De
este analisis y utilizando el lenguaje de programacion de R, se determino el
numero de genes que tienen DMC en motivos de unién a TF, la cantidad de
DMC totales por gen y haciendo distincién entre DMC dentro y fuera de
motivos, asi como los tipos de motivos mas frecuentes de tener DMC; todos
estos datos se asociaron, ademas, con la informacion de expresion

diferencial.
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6.5 Analisis de enriquecimiento funcional

Para caracterizar la respuesta de las neuronas POMC frente a una dieta alta
en grasas, en términos de la metilacién de ADN, se realiz6 una busqueda de
DMC en genes asociados a vias bioldgicas relevantes en el funcionamiento
de estas neuronas, tales como apoptosis, autofagia, ciclo celular, conducta
alimenticia, homeostasis de glucosa, metabolismo de lipidos,
neuroinflamacién, sefalizacion de insulina, sefalizacion de leptina,
mitofagia, sefializacion de quimioquinas y metilacion de ADN. Los genes
asociados a cada via bioldgica se extrajeron mediante de la herramienta
Biomart de Ensembl. Paralelamente, se realizo un enriquecimiento funcional
a partir del total de genes que poseen DMC, los cuales fueron ingresados al
servidor web DAVID (Sherman et al., 2022), desde donde se identificaron
los téerminos de ontologia génica (GO del inglés Gene Ontology) enriquecidos

en la categoria de “proceso bioldgico”.

Del total de genes de cada via bioldgica que tenian al menos una DMC, se
hizo distincion entre aquellos que varian significativamente su expresion y
aquellos que no varian su expresion. A continuacion, se realizd0 una
exploracion manual y detallada de los genes asociados a cada via bioldgica,
poniendo especial énfasis en aquellos que presentaban un cambio en su

expresion geénica.

Cabe mencionar que todos los graficos asociados al analisis de metilacion
diferencial, busqueda de motivos y enriquecimiento funcional fueron

construidos en el programa R con el paquete ggplot2 (v 3.4.0)
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7. Analisis estadistico

El peso corporal, ganancia de peso, glicemia basal, colesterol total,
triglicéridos, HDL y LDL fueron expresados como el promedio + desviacién
estandar, siendo n el nimero de animales utilizados. Para la ingesta calérica,
el n corresponde al numero de jaulas empleadas. Las diferencias entre
condiciones fueron analizadas mediante una prueba t-student. La diferencia
se considerd significativa con un valor de p <0.05 utilizando el programa de

analisis GraphPad Prism 9.
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V. RESULTADOS

1. Caracterizacién de los ratones obesos inducidos por dieta

Ratones machos POMC:eGFP de 8 semanas de edad fueron alimentados con
una dieta control (CD) o con una dieta alta en grasa (HFD, 60% de grasa) por
un periodo de 11 semanas. Al inicio del experimento, los ejemplares de
ambos grupos tenian un peso corporal promedio similar (CD 23.2 + 2.4 g;
HFD 23.9 + 1.3 g), no obstante, luego de una semana de alimentacion con la
dieta alta en grasa se observo un aumento significativo en el peso corporal en
los animales del grupo HFD, que se acrecentdé con el transcurso de las
semanas (figura 7A), llegando a una ganancia de peso corporal promedio de
18.0 £ 3.8 g para el grupo HFD y de 6.1 + 1.8 gramos para el grupo CD
(figura 7B). Este aumento en el peso corporal se relaciona con un aumento
significativo en las calorias ingeridas durante todo el periodo (figura 7C), y
es particularmente mayor durante la primera semana de intervencion (CD 11
+ 1.2 kcal/dia/animal; HFD 15.5 + 1.0 kcal/dia/animal). En cuanto a la
glicemia basal, se evidencio que ambos grupos tienen valores parecidos de
glicemia (CD 10.2 + 1.1 mM; HFD 10.5 £ 0.9 mM) al comienzo de la
intervencion alimentaria, y que, tras la exposicion a la dieta alta en grasa, se
generd un aumento significativo de este parametro en el grupo HFD (CD 9.4
+ 1.6 mM; HFD 125 + 2.4 mM). Al término de la intervencion alimentaria
(11 semanas), el grupo HFD muestra un aumento significativo en los niveles
de colesterol total (CD 98.1 + 19.2 mg/dL; HFD 184.4 £ 10.8 mg/dL), LDL
(CD 17.7 £13.3 mg/dL; HFD 88.3 + 6.9 mg/dL) y, sorprendentemente, HDL
(CD 59.6 £ 11.4 mg/dL; HFD 78.8 £ 6.4 mg/dL (figura 7D, 7E, 7G, 7H). No

obstante, cabe sefialar que no se alcanzaron diferencias significativas en los
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niveles de triglicéridos entre el grupo control y aquellos que recibieron la
dieta alta en grasa (CD 103.6 + 20.3 mg/dL; HFD 104.8 £ 24.9 mg/dL)
(figura 7F).
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FIGURA 7: EFECTO DE LA DIETA ALTA EN GRASAS EN RATONES POMC:EGFP

(A) Peso corporal promedio de ratones CD y HFD durante cada semana de la intervencion
alimentaria (n = 27 para CD; n = 17 HFD). (B) Ganancia de peso corporal promedio de
ratones CD y HFD acumulativa (n = 27 para CD; n = 17 HFD). (C) Ingesta cal6rica diaria
por animal (n =7 para CD; n =4 HFD). (D) Glicemia basal medida al inicio (semana 0, n
= 4 para CD; n = 4) y al término de la intervencion alimentaria (semana 11, n = 20 para
CD; n =20 HFD). (E) Colesterol total. (F) Triglicéridos. (G) HDL. (H) LDL luego de 11
semanas de intervencion dietaria (n = 5 para CD; n = 5 HFD). * p<0,05. ** p<0.01. ***
p<0,001. **** p<0,0001. Prueba t-student para todos los analisis.

2. El protocolo de FACS permite una purificacion eficiente de neuronas
POMC:eGFP

Una vez terminadas las 11 semanas de intervencion alimentaria, se procedio
con la recoleccion de cerebros y diseccion de la region hipotalamica medio
basal para llevar a cabo la purificacion de las células GFP positivas mediante
FACS. En la figura 8 se muestran los perfiles de clasificacion jerarquica
obtenidos a partir de FACS. La figura 8A y 8B muestran la relacion entre
FSC y SSC de la muestra de hipotdlamo no transgenica (control negativo) y
de POMC:eGFP, respectivamente. En esta grafica cada punto representa un
evento detectado y en la region enmarcada (definida como P1) se encuentran
todos los eventos seleccionados de acuerdo con su tamafio y granularidad
celular, con el fin de eliminar agregados y residuos. Los eventos que
componen P1 luego se analizaron de acuerdo con su relacion entre SSC-A 'y
SSC-H, lo que permite distinguir eventos que se encuentren a la forma de
célula Unica, y que en este caso se definen como P2 (figura 8C, para muestra

no transgénica y 8D, para POMC:eGFP). A continuacion, se establecen los
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niveles umbrales de fluorescencia, detectada con el filtro FITC, de cada uno
de los eventos que integran P2 (Figura 8E y F). Se utilizé el control negativo
(figura 8E) para establecer un umbral minimo de fluorescencia que logre
enriquecer la muestra con células GFP+ permitiendo recuperar la mayor
cantidad de células positivas. De esta manera, se establecié un umbral de
intensidad de fluorescencia desde 102 - 10% en adelante (P3), el cual permite
cierto nimero de eventos negativos que corresponden a menos del 10% de
eventos finales en la muestra (Figura 8G y 8H). Es importante sefialar que la
mayor cantidad de células GFP+ se encuentran en intensidades cercanas a
10% (Figura 8H), lo que explica nuestra decision de aceptar un cierto
porcentaje de contaminacion con eventos negativos a fin de aumentar el
numero de eventos positivos recuperados. Las células sorteadas se observan

de acuerdo a tamafio (FSC) y granularidad celular (SSC) en la figura 81-8J.

Con el fin de evaluar el proceso de purificacion o enriquecimiento en
neuronas POMC realizado mediante FACS, se determind la expresion de
genes marcadores de diferentes celulas hipotalamicas mediante un analisis de
ARN-seq realizado previamente por nuestro laboratorio siguiendo el mismo
protocolo de purificacion (datos no publicados). Los genes analizados fueron
Pomc (marcador de células POMC), AgRP (gen marcador de células
NPY/AgRP), Gfap (marcador de astrocitos), Vim (marcador de tanicitos) y
Aifl (marcador de microglia). Tal como se muestra en la figura 8K, hay una
expresion predominante de Pomc, que es aproximadamente 1000 veces
mayor que la expresion de Gfap y Vim. Ademas, no se distingue expresion
de AgRP ni Aifl. En conjunto, estos resultados demuestran que tras la

purificacion por FACS hay un enriquecimiento de células POMC positivas
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FIGURA 8: PURIFICACION DE CELULAS POMC:EGFP MEDIANTE FACS

Células disgregadas de la region hipotalamica de ratones POMC:eGFP alimentados con
HFD y CD fueron purificadas mediante FACS. (A-B) Gréfico de tamafio (FSC) versus
granularidad celular (SSC) obtenido a partir de FACS de células disgregadas del
hipotalamo de ratones no transgénicos (A) y ratones transgénicos POMC:eGFP (B). En
P1 se marcan todos los eventos considerados células de acuerdo con sus caracteristicas
morfoldgicas. (C-D) Gréafico de SSC-H vs SSC-A para la eliminacion de dobletes de una
muestra de hipotadlamo no transgénico (C) y POMC:eGFP (D). Los eventos enmarcados
en P2 representan aquellos que se encuentran a la forma de célula Gnica. (E-F) Intensidad
de fluorescencia, medida por FITC, de cada uno de los eventos contenidos en P2, tanto
para la muestra no transgénica (E) como para POMC:eGFP (F). (G-H) Amplificacién de
la region definida como P3, que involucra eventos con intensidad de fluorescencia desde
un valor intermedio entre 10%y 10° en adelante, para la muestra no transgénica (G) y la
muestra POMC:eGFP (H). En el caso de la muestra POMC:eGFP, todos los eventos
contenidos en P3 son considerados GFP positivos y, en consecuencia, purificados. (I1-J)
Caracteristicas morfoldgicas de células contenidas en P3 para muestra no transgeénica (I)
y para la muestra POMC:eGFP (J). (K) Cuantificacion de expresion de genes marcadores
de células hipotalamicas a partir de un analisis de ARN-seq de células purificadas por
FACS. La cuantificacion se realizo con StringTie y los valores corresponden al promedio

de 3 réplicas, expresados en TPM.

3. Caracterizacion del estado de metilacion a nivel de genoma completo
en neuronas POMC en ratones controles y obesos

Con el fin de identificar el estado de metilacion del ADN gendémico de
neuronas POMC en animales controles y obesos, se realiz6 RRBS-seq desde
neuronas purificadas. En la figura 9 A se muestra el patron de electroforesis
capilar de las librerias preparadas para la muestra CD1 y HFD2, donde se

distingue que tienen fragmentos distribuidos entre 150 y 1000pb, lo cual es
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consistente con el tamafio esperado para fragmentos de ADN gendmico
digeridos con Mspl y con adaptadores en sus extremos. Ademas, no hay
presencia visible de dimeros de primers en ninguna de las muestras, ya que
no se evidencian fragmentos con tamafio cercano a 100 pares de bases (figura
9A). Resultado similar fue obtenido para el resto de las muestras (figura
S1A). Los valores de concentracion molar de todas las muestras estan por
sobre 1nM, lo que refleja una cantidad suficiente para proceder con la

secuenciacion (figura S1B).

A continuacion, las librerias preparadas fueron secuenciadas por ambos
extremos (secuenciacion paired-end) tras lo cual se generan 2 archivos por
cada muestra (R1y R2). Estos archivos se sometieron a un analisis de calidad,
el cual mostro resultados similares entre las muestras, alcanzando una calidad
phred promedio sobre 28 pero con una leve disminucion hacia el extremo 3’
de las secuencias; y un patron heterogéneo en el contenido de bases a lo largo
de la secuencia, como es caracteristico para experimentos RRBS-seq. No
obstante, se identific6 una leve contaminacién (menor al 5%) con el
adaptador Illumina Universal Adapter en el extremo 3°, y bases no
determinadas (N) en el extremo 5’ de las secuencias. Por su parte, la longitud
de las secuencias abarca un rango entre 35 y 150 pb (figura S2). En base a
estos resultados, se realizd el preprocesamiento de los datos crudos
eliminando bases de baja calidad, no determinadas y adaptadores, con lo cual
se obtuvo una calidad phred sobre 28 a lo largo de toda la secuencia, una
distribucién de longitud entre 50 y 150 pb y el patron del contenido de bases
caracteristico para experimentos RRBS-seq (figura 9B). Como consecuencia

de los filtros aplicados, en cada muestra se elimina cerca del 30% de las
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secuencias, quedando con alrededor de 15 millones de secuencias por

muestra (figura 9C).
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FIGURA 9: PROCESAMIENTO BIOINFORMATICO DE MUESTRAS RRBS-SEQ

(A) Perfil electroforético de las muestras RRBS CD1 y HFD2. Las sefiales indicadas con
20 y 1000 corresponde al tamafio en pb del marcador de peso molecular. (B) Resultados
de la calidad de los datos secuenciacion luego del preprocesamiento. Izquierda: calidad
phred de base a lo largo de la secuencia. Centro: contenido de bases a lo largo de la
secuencia. Derecha: distribucion de longitud de fragmentos. Estos resultados
corresponden a la muestra CD1, sin embargo, se obtuvieron resultados similares para el
resto de las muestras. (C) Cantidad de secuencias totales en cada muestra antes y después
del preprocesamiento. (D) Alineamiento a multiples genomas para la muestra CD1. (E)
Porcentaje de eficiencia de alineamiento al utilizar 4 diferentes configuraciones de
alineamiento. Los valores de eficiencia fueron obtenidos con la muestra CD1. En gris se
resalta la configuracion seleccionada y utilizada para el resto de las muestras. (F) Reporte
del alineamiento para cada una de las muestras. La eficiencia de alineamiento se

representa por el porcentaje de secuencias alineadas (barra roja).

Posteriormente, se realizé un analisis de calidad adicional para descartar
contaminacion de ADN genomico con otra fuente que no sea raton. En la
figura 9D se presenta el resultado obtenido para la muestra CD1, donde se
observa que ocurren alineamientos de manera unica solo contra el genoma de
raton, alcanzando cerca de un 40% de alineamiento. Ademas, si bien se
observa que hay secuencias que alinean a mas de un genoma (principalmente
raton, rata y humano), estas corresponden a regiones genomicas conservadas
entre dichas especies. Con este resultado se descarta que exista

contaminacion con otra especie.

Una vez confirmada que la calidad de los datos es Optima, se procedio a

realizar el alineamiento de las secuencias al genoma de referencia. Para ello,
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se utilizo el programa Bismark en su configuracién por defecto, tras lo cual
se obtuvo una eficiencia de alineamiento del 17.7% para la muestra CD1
(figura 9E, testl). Alcanzar un bajo porcentaje de eficiencia es un problema
frecuente en datos RRBS, debido a la fragmentacion con Mspl vy la reducida
longitud de las secuencias. No obstante, teniendo certeza que las secuencias
provienen de raton fue  posible modificar algunos parametros del
alineamiento a fin de mejorar este porcentaje (Krueger, 2015/2023). Para
definir con que configuracion se logra una mejor eficiencia de alineamiento,
se realizaron 3 test utilizando diferentes parametros en cada uno. En primera
instancia se evalud la ejecucion del alineamiento en modo no direccional, el
cual considera que cada secuencia puede provenir de 4 distintas hebras (hebra
sentido y antisentido en su forma original o complementaria) y aumenta la
complejidad del alineamiento. Con esta configuracion, la eficiencia de
alineamiento para la muestra CD1 aumenté a un 62.2% (figura 9E, test2). A
continuacion, se adiciono una segunda modificacion, esta vez disminuyendo
la exigencia con la que se considera un alineamiento como valido, con lo cual
la eficiencia aumenta a un 71.3% (figura 9E, test 3,). Finalmente, se modifico
el alineamiento a una modalidad local, obteniéndose un alineamiento con un
76.3% de eficiencia (figura 9E, test 4,). Teniendo en consideracion que
aplicar un alineamiento local debe considerarse como ultimo recurso puesto
que origina una mayor cantidad de alineamientos ambiguos y que no aumenta
en gran medida la eficiencia de alineamiento, se decidid utilizar la
configuracion del test 3 para todas las muestras. Cabe mencionar que la
eficiencia de alineamiento obtenida con el test 3, concuerda con el porcentaje
de alineamientos unicos (tanto en uno como en multiples genomas) reportado

por FastQ-Screen (figura 9D). Una vez ejecutado el alineamiento para todas
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las muestras, se obtuvieron valores de eficiencia que varian entre 60 y 70%,
con un porcentaje de no alineamiento de aproximadamente un 10% (figura
9F). Notablemente, los valores de eficiencia obtenidos concuerdan con los

valores reportados para muestras RRBS de ratén (Matsushita et al., 2018).

Posterior al alineamiento y usando Bismark, se extrajo la informacion del
estado de metilacion de cada citosina analizada, haciendo distincion en el
contexto en que se localiza. Como refleja la figura 10A, las 4 muestras
alcanzan cerca de un 80% de metilacion en el contexto CpG y un 20% en
contextos no-CpG. A partir de la informacion en contexto CpG se exploro el
estado de metilacion del gen Pomc (principal marcador de este tipo celular),
con la finalidad de caracterizar el patron de metilacion en ambas condiciones
experimentales y contrarrestar con los cambios identificados en
investigaciones anteriores (Shi et al., 2013). Como se observa en la figura
10B, existen diferentes sitios con citosinas metiladas en el gen Pomc, en torno
a la posicion 4.004.000 pb, ubicada corriente arriba del sitio de inicio de la
transcripcion; asi como en el primer, cuarto y quinto exén de Pomc, siendo
este Ultimo coincidente con la isla CpG 48 anotada para raton. La mayoria de
estas citosinas metiladas coinciden entre las muestras CD y las muestras
HFD, indicando reproducibilidad de la metodologia, no obstante, y de
manera interesante en la posicion 4.004.841 (110 pb corriente arriba del TSS)
se distingue una citosina metilada en las muestras CD, la cual esta ausente en
las muestras HFD. Contrario a investigaciones anteriores, no se identifico

ninguna posicion hipermetilada en las muestras HFD.
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FIGURA 10: CARACTERIZACION DEL ESTADO DE METILACION DEL ADN DE NEURONAS

POMC EN CONDICION CD Y HFD
(A) Porcentaje de citosinas metiladas segin contexto para cada muestra. (B) Visualizacion
de citosinas metiladas en la regién gendmica correspondiente al gen Pomc. Cada citosina
metilada se representa por una linea negra para las muestras CD o por una linea roja para
las muestras HFD, la longitud de cada linea representa el porcentaje de metilacion. El
recuadro en azul marca la posicion en que observa una diferencia entre las muestras de
ambas condiciones. En la parte superior se indican las coordenadas gendmicas y en la
parte inferior se muestra la anotacién del gen Pomc, donde exones se representan por
rectdngulos e intrones por lineas; ademéas se muestra la anotacion de islas CpG para
genoma de raton. (C) Distribucion de citosinas metiladas por estructura génica en ambas
condiciones. (D-E) Izquierda: mapa de calor que representa el puntaje de metilacion de
citosinas en una ventana genoémica de 2kb alrededor del TSS, para cada gen activo en
neuronas POMC. El orden de genes en el eje y se muestra de manera descendente segun
el puntaje de metilacion. EI grafico superior representa un resumen del puntaje de
metilacion promedio de todos los genes. Derecha: mapa de calor de abundancia de ARN
de genes expresados en neuronas POMC, ordenados de manera descendente segln su

puntaje de metilacion.

Continuando con la caracterizacion de la metilacion de ADN en ambas
condiciones experimentales, se analizo la distribucion de citosinas metiladas
por estructura génica, desde donde se identifico que tanto en CD como en
HFD la mayoria de las citosinas se localizan en regiones promotoras
(representando un 83 y 71% para CD y HFD respectivamente) a lo que le
siguen intrones, regiones intergénicas y en menor medida, exones (figura
10C). A partir de este resultado, se analiz6 en mayor detalle el estado de
metilacion de las citosinas en las cercanias de la region promotora analizando

una ventana gendémica de 2kb corriente arriba y corriente abajo del TSS, para
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todos los genes expresados en neuronas POMC. Esta informacion se
representa a través de un mapa de calor, al costado izquierdo de la figura 10D
y E (para CD y HFD, respectivamente), que refleja en una escala de color el
porcentaje (0% rojo oscuro, 4% rosado claro, 10% azul) de metilacién de
citosinas a lo largo de la region gendmica analizada. El grafico contiene cada
uno de los genes activos ordenados, de arriba hacia abajo, de manera
descendente segun su nivel de metilacion, es decir, aquellos con mayor
cantidad de metilacion se encuentran en la parte superior del grafico. De esta
grafica se desprende que, en ambas condiciones, la metilacion esta
enriquecida en la region mas proxima al TSS y disminuye a medida que se
aleja de este punto, lo que se observa mas claramente en el grafica resumen
de la parte superior del mapa de calor. Dado que la metilacion de ADN ha
sido clasicamente asociada con una regulacion de la expresion geénica, se
esperaba que aquellos genes cuyos promotores contienen mayor metilacion
se encuentren menormente expresados. Para confirmar lo anterior,
analizamos los niveles de expresion de cada gen con relacion a sus niveles de
metilacion, a través de un mapa de calor con la abundancia de ARN de cada
gen que se observa a la derecha de la figura 10D y 10E. Contrario a lo
previamente esperado, se puede observar que genes con altos niveles de
metilacion no nuestras necesariamente bajos niveles de expresion en este
analisis que contempla el transcriptoma completo de las neuronas POMC
tanto en la condicion CD como en la condicién HFD. Estos resultados nos
impulsan a realizan una caracterizacion a nivel de secuencia que nos permita
identificar el contexto en el cual se encuentran presentes las metilaciones
observadas, con el fin de comprender molecularmente las dinamicas de

cambios de estas metilaciones y predecir como estas podrian estar envueltas
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en la regulacion genica asociada a la condicion metabolica de nuestros

animales.

4. La obesidad inducida por una dieta alta en grasas genera cambios en
el patron de metilacion del ADN de neuronas POMC principalmente en
motivos de unidn a factores de transcripcion.

A fin de identificar dindmicas en el estado de metilacion de ADN inducida
por obesidad, se realizo un test de metilacion diferencial entre las muestras
CD y HFD. Tras este analisis se obtuvo que, de un total de 749.270 citosinas
identificadas, 16.795 se encuentran diferencialmente metiladas (DMC) en la
condicion HFD con respecto a la condicion CD. De estas, 13.141 se
encuentran hipermetiladas y 3.654 estdn hipometiladas (figura S4A).
Adicionalmente, se exploré localizacion de DMC dentro de la estructura de
un gen, haciendo distincién entre hiper e hipometilacion. Tras lo cual se
identifico que, similar a lo ocurrido con el total de citosinas metiladas en
ambas condiciones (figura 10C), mas del 50% de las citosinas con metilacion
diferencial se localizan en regiones promotoras de los genes (figura S4C). En
concordancia con este resultado, se encontré que la mayoria de las citosinas
diferencialmente metiladas se encuentran cercanas al sitio de inicio de la
transcripcion (figura S4D). En su conjunto, estos resultados indican que el
tratamiento con una dieta alta en grasa induce una remodelacion en el perfil
de metilacion del ADN de neuronas POMC, principalmente en las regiones

promotoras.

Habiendo identificado que la mayoria de las citosinas cuyo estado de
metilacion varia con la dieta alta en grasa se encuentran cercanas a la region

promotora, nos planteamos investigar e identificar si estas DMC pudiesen
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estar envueltas en eventos de regulacion de la expresion génica y para esto se
decidié conducir los analisis posteriores Unicamente a aquellas citosinas
ubicadas en regiones promotoras. Cabe sefialar que debido a que es posible
encontrar mas de una metilacion por gen, las 8.139 DMC ubicadas en esta

regién, se encuentran repartidas en 4.779 genes.

A continuacion, se analizo la relacion entre la presencia de DMC en regiones
promotoras y variacion en la abundancia de ARN de su respectivo gen
inducidas por obesidad (Figura 11A). Como se observa en la figura, si bien
existe gran nimero de DMC, un numero reducido de estas se encuentran
acompanadas de un cambio significativo en la expresion génica (Figura 11A,
puntos rojos, DMC; FDR <0.1). Al mismo tiempo, podemos observar que
citosinas hipermetiladas se asocian tanto a aumento como disminucion
génica; esto mismo se observa para citosinas hipometiladas. En términos
globales, del total de genes activos, un 3.5% de ellos se encuentran
diferencialmente expresados (FDR<0.1); 146 genes aumentan su expresion y

121 disminuyen su expresion (Figura 11B).

Cabe sefialar que las condiciones experimentales no incluyeron un estimulo
alimenticio previo a la coleccion de tejidos que pudiese estimular cambios
transcriptdmicos agudos, si no, representa una intervencién alimenticia
estacionaria que se prolongd por 11 semanas. Por esta razén, y con el fin de
entender el contexto genético de los cambios en el estado de metilacién y su
posible funcion en la regulacion génica frente a un estimulo metabodlico

evaluamos presencia de DMC en sitios de union a factores de transcripcion.
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FIGURA 11: CARACTERIZACION DE LOS EFECTOS DE LA DIETA RICA EN GRASA EN EL
PERFIL DE METILACION Y LA EXPRESION DE LAS NEURONAS POMC

(A) Correlacion entre el cambio de metilacion de citosinas ubicadas en la region
promotora y la expresion génica. Cada punto representa una citosina la cual esta ubicada
en el eje X seglin su porcentaje de cambio de metilacion, y en el eje Y segln las veces de
cambio en la abundancia de ARN del gen. Aquellas coloreadas en gris claro, representan
citosinas cuyo cambio de metilacion es significativo en la muestra HFD con relacién a la
muestra CD, es decir, que son DMC; en rojo se marcan aquellas citosinas que son DMC
y que ademas se encuentran en genes cuya expresion varia significativamente (definido
por un valor FDR<0.1). (B) Porcentaje de DMC asociadas a genes que aumentan,
disminuyen o que su cambio de expresion no es significativo. (C) Cantidad de genes con
y sin DMC en motivos de unién a factores de transcripcion, distinguiendo entre modulados
y no modulados. (D) Histograma con nimero total de DMC por gen (morado) y divididos
entre DMC dentro y fuera de motivos (rosado y turquesa respectivamente). En el grafico
inserto se muestra el porcentaje total de DMC dentro y fuera de motivos. (E) Diez tipos
de motivos de unién a factor de transcripcion con mayor cantidad de genes con DMC,
distinguiendo entre genes modulados y no modulados. (F) Modulacion en la expresion de
genes que poseen DMC en motivos. La amplificacion | representa genes que disminuyen
su expresion con la dieta alta en grasa y la amplificacion Il aquellos que aumentan la
expresion. (G) Cantidad total de genes con mas de una DMC por motivo y de genes que,

ademas, estan modulados.

Interesantemente, se obtuvo que de los 4.779 genes que tienen DMC en su
regioén promotora, 3.299 presentan metilacion diferencial dentro de motivos
de union a factores de transcripcion (figura 11C). Posteriormente, evaluamos
el nimero de DMC presentes en la region promotora de cada gen y
observamos que dos tercios de los genes tienen una DMC, mientras que el

tercio restante porta dos 0 mas DMC en su region promotora (barras moradas,
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figura 11D). En base a este resultado, nos preguntamos si las DMC
identificadas se encuentran distribuidas de manera azarosa en las regiones
promotoras 0 si existe una inclinaciéon a encontrarse en sitios de union a
factores de transcripcion. Interesantemente, observamos que el 91% de la
DMC identificadas se encuentran dentro de sitios de union a factores de
transcripcion (Figura 11D, gréafico inserto). Dentro de los tipos de motivos
maés frecuentes destacan los motivos homeobox y dedos de zinc (zf) (figura
11E).

Teniendo en cuenta que metilacion dentro de motivos de unién a factores de
transcripcion puede impactar en la regulacion de la expresion génica y
considerando que un tercio de los genes posee mas de una citosina metilada
por motivo, se procedié a analizar los datos de expresion diferencial de todos
los genes que tienen DMC dentro de motivos (figura 11F), a partir de lo cual
se obtuvo que gran parte de los genes que cambian significativamente su
expresion en la condicion HFD (FDR<O0.1), presentan mas de una DMC por
motivo (Figura 11F, amplificacién 1. y Il.), tal como ocurren con Caja de
horquilla B1 (Foxbl), Espiraculos vacios Homeobox 1 (Emx1) y el factor
neurotréfico derivado de glia (Gdnf) que disminuyen su expresion; lo mismo
ocurre con el Modulador de sefializacion de proteina G 3 (Gpsm3),
Apolipoproteina H (Apoh) y con la ciclina O (Ccno) que muestran un
aumento en su expresion génica. Sin embargo, es interesante que 96% de los
genes con mas de una DMC por motivo no presenta cambios significativos

en su expresion en nuestra condicién experimental (figura 11G).

En conjunto, estos resultados indican que el cambio en el estado de

metilacion inducida por la dieta alta en grasa ocurre en posiciones genomicas
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especificas que constituyen motivos de union a factores de transcripcion, no
obstante, la metilacion por si sola no es capaz de modular la expresion génica
bajo la intervencidn nutricional estacionaria que contempla nuestro disefio

experimental.

5. La obesidad inducida por una dieta rica en grasa saturada modula el
estado de metilacion del ADN en neuronas POMC pudiendo modular
vias biologicas importantes para el funcionamiento y comunicacion de
estas neuronas

Para predecir la relevancia bioldgica de la remodelacion del perfil de
metilacion del ADN que afecta a las neuronas POMC inducida por dieta, se
analizo el estado de metilacion de diferentes genes implicados en vias
bioldgicas conocidas por estar alteradas en estas neuronas durante la
obesidad, poniendo especial énfasis, en aquellos genes que, muestran una
modulacidn en su expresion génica. En la figura 12A se pueden observar las
diferentes vias analizadas, expresado en metilacion diferencial versus
significancia en el cambio de expresion (ver leyenda para mas informacion);
ademas de expresar magnitud de cambio de expresion a través de un mapa de
calor en la figura 12B. Este andlisis nos permitid identificar genes asociados
a procesos apoptoticos (Ntrkl, Gdnf y Crlfl), autofagia (Moapl), Ciclo
celular (Cdkl1, Ccno, Tgmil, kif22 y hmga2), conducta alimenticia (Gal,
Cartpt, Pomc, Sirtl, Tph2), diferenciacién (Cnmd, Efcab9, Fstl3, Hmx2,
Hmx3, Irx4, Pax2, Tnfrsfl2a y Vegfc), homeostasis de glucosa (hkdcl),
metabolismo de lipidos (Apoh, Cyp26al, Plpp4 y Rab38), inflamacién (Bcl6,
Crhbp, Gpsm3, LoxI3, Ltb4rl y Syk), sefializacion de insulina (Foxc2, Gsk3b
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y Socsl) y regulacién transcripcional (Acvrll, Ascl4, Bhlha9, Bncl, Emx1,
Fhl2, Foxb2, Foxi2, Irx5, Meox1, Pax5, Pou4fl, Runx2, Tcfl5, Vax1, Ffp296
y Zfp593). En la tabla 3 se muestra un resumen con el detalle de la posicion
gendémica y cambio de cada DMC junto con los valores de abundancia de

ARN; la lista completa se encuentra en la figura suplementaria S5.
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FIGURA 12: RESPUESTA TRANSCRIPTOMICA ASOCIADA A NEURONAS POMC DE SUJETOS
OBESOS INDUCIDOS POR UNA DIETA ALTA EL GRASA

(A) Gréfico de burbuja que representa el cambio de expresién de cada gen asociado a vias
bioldgicas relevantes en neuronas POMC que, ademas, presentan cambios en la metilacion
de su region promotora. Cada circulo representa una DMC, cuya ubicacién esta
determinada por su porcentaje de cambio de metilacion (en el eje X) y por la significancia
en el cambio de la expresion de su gen respectivo (en el eje Y, referido como -logio(valor
p ajustado)), de tal forma que a la izquierda se encuentran aquellas citosinas hipometiladas
y a la derecha las hipermetiladas, ademas, si se encuentran en genes cuya expresion varia
significativamente, se ubicaran por sobre la linea punteada. (B) Mapas de calor que indica
el porcentaje de cambio en el estado de metilacion y el cambio en la expresion génica
(log2 de las veces de cambio de abundancia de ARN), particularmente de aquellos genes
gue muestran un cambio significativo en su expresion tras la dieta alta en grasa. El circulo
turquesa al costado del gen indica que la citosina se ubica dentro de un motivo de union a
factor de transcripcion. La nomenclatura ‘mC’ se utiliza cuando en un mismo gen hay mas
de una citosina, la posicion exacta de cada citosina se muestra en la figura suplementaria
S5.

En contraste, ninguno de los genes asociados a sefializacion de leptina,
mitofagia, quimioquinas y metilacion del ADN mostr6 modulacién de la
expresion significativa. Sin embargo, se observd hipermetilacion en el
promotor del factor de transcripcion STAT3, hipometilacion para el gen de
las DNA-metil transferasas, Dnmtl y Dnmt3b, mientras que el gen de la
enzima Tet3 se encontrd hipermetilado; en la tabla 4 se muestra el detalle de
la posicién gendmica y cambio de cada DMC junto con los respectivos

valores de abundancia de ARN.
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De este modo, podemos observar que todas las vias analizadas, conocidas por
ser afectadas en obesidad muestran cambios en el estado de metilacion, cuyos
cambios se concentran en sitios regulatorios. Estos genes describen patrones
de regulacion de expresion diferencial, sin embargo, la mayoria de estos no
muestran variaciones significativas lo que resulta interesante en términos de
la respuesta de estas neuronas a diversos estimulos que no han sido

contemplados en nuestro disefio experimental.
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TABLA 3: ESTADISTICA DEL CAMBIO DE METILACION Y EXPRESION

GENICA DE GENES MODULADOS POR LA DIETA ALTA EN GRASA

% de
cambio de
metilacion

Cambio de Significancia
expresion de expresion
génica® génica’

Nombre Posicion de

Significancia

Nomenclatura o
Metilacién?

delgen  DMC!
Gal Gal 3464396 31,347  2,12E-08 2,009 0,019
LoxI3  Lox/3 83015595 31,881 5,98E-08 10,050 0,006
Gdnf-mC1 Gdnf 7838848 25,771 0,024 -23,080 6,07E-08
Gdnf-mC2 Gadnf 7838907 39,407 2,91E-06 -23,080 6,07E-08
Gdnf-mC3 Gadnf 7840664 39,483  4,44E-07 -23,080 6,07E-08
Gdnf-mC4 Gadnf 7840666 38,012 2,55E-06 -23,080 6,07E-08
Ntrk1-mC1 Ntrk1 87702260 32,943 1,15E-07 -24,137 6E-08
Ntrk1-mC2 Ntrk1 87702307 -33,824 6,58E-11 -24,137 6E-08

Moap1 Moap1 102709848 45,098  8,54E-11 20,639 1,2E-06

! Posicion genémica

2 Significancia del cambio de metilacion definida por el valor-q del test de metilacion diferencial
% Log2 de veces de cambio de abundancia de ARN (HFD versus CD).

4 Significancia del cambio de expresion definida por el valor FDR del test de expresion diferencial
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TABLA 4. ESTADISTICA DEL CAMBIO DE METILACION Y EXPRESION GENICA

DE GENES NO MODULADOS POR LA DIETA ALTA EN GRASA

% de

Cambio de Significancia

Pomc Pomc 4004841 -27,619  0,00122 0,483 1
Cartpt-mC1 Cartpt 100036563 -32,855 4,44E-05 0,676 1
Cartpt-mC2 Carfpt 100036636 28,098 0,000491 0,676 1
Stat3-mC1 Stat3 100784482 26,598 2,59E-05 0,260 1
Stat3-mC2 Stat3 100784553 25,087 0,001884 0,260 1
Stat3-mC3 Stat3 100784554 -29,798 0,000552 0,260 1

Dnmt1  Dnmt1 20819881 -26,923 0,000745  -0,370
Dnmt3b Dnmt3b 153491390 -27,885 0,000732  -0,810

Tet3  Tet3 83418354 34,567 4,22E-05 0,157

MCT2  Slc16a7125164523 31,571  0,007588  -0,044

P2Y,  P2ry2 100661399 26,531 3,81E-05  -0,653

Atg7  Atg7 114620318 54,628 9,69E-13  -0,579
Beclina1l Becn1 101192838 42,616 1,58E-06  -0,165

® Posicion genémica

& Significancia del cambio de metilacion definida por el valor-q del test de metilacion diferencial

" Log2 de veces de cambio de abundancia de ARN (HFD versus CD).

8 Significancia del cambio de expresidn definida por el valor FDR del test de expresion diferencial




VI. DISCUSION

La obesidad inducida por dieta causa una serie de alteraciones en el normal
funcionamiento de las neuronas POMC que, en consecuencia, afectan su
capacidad de inhibir el apetito. No obstante, pocos son los estudios que se
han enfocado en estudiar esta poblacidon neuronal purificada y, mucho menos,
los efectos que la obesidad tiene en la metilacion del ADN de estas neuronas.
En el presente trabajo se demostrd, por primera vez, que las neuronas POMC
de ratones obesos inducidos por una dieta alta en grasa sufren una profunda
modulacién del metiloma, la cual ocurre principalmente en sitios que

constituyen motivos de union a factores de transcripcion.

Para llevar a cabo esta investigacion se utilizé el modelo murino C57BL/6J-
Tg(Pomc-EGFP)1Low/J, que al tener un background C57BL6 simula muy
bien el progreso de obesidad en humanos puesto que al exponerse a una dieta
alta en grasa ad libitum se desarrolla hiperinsulinemia e hiperglicemia
(Surwit et al., 1988). En especifico en este trabajo, la alimentacién alta en
grasa por 11 semanas, causo un aumento progresivo en el peso corporal, con
una ganancia de peso final que es alrededor de 20-30% mayor que en
animales controles, similar a lo reportado en otras investigaciones (Collins
et al., 2004; Sato et al., 2010). En relacion con el consumo de calorias, el
resultado presentado en esta investigacion debe ser tomado con premura ya
que se calcul6 asumiendo que todos los animales de una misma jaula
consumen lo mismo, y no considera la jerarquia social que se establece dentro
de un grupo de animales y que afecta la distribucion de alimento. Ademas,
estas relaciones dependen de la cantidad de animales, por lo que jaulas con

diferente cantidad de animales puede resultar en diferentes conductas
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sociales que impactan en el consumo de alimento (C.-Y. Wang & Liao,
2012). La solucion mas comun a este problema, por un lado, es mantener a
los animales individualizados, sin embargo, con esto se deja de lado el efecto
gue el aislamiento tiene en la ingesta alimentaria (Benfato et al., 2022; Sun
etal.,, 2014). Por otro lado, y quizas la alternativa mas correcta, es
automatizar la medicién de consumo con equipamiento especializado, sin

embargo, carecemos de este tipo de equipamiento.

Un resultado interesante fue que, tras 11 semanas de alimentacion alta en
grasa, los animales mostraran un aumento significativo en los niveles
plasmaticos de colesterol HDL, tipo de lipoproteina que transporta colesterol
desde tejidos periféricos hasta el higado donde se metaboliza y excreta, y que
esta comunmente disminuido en sujetos obesos. Este hallazgo concuerda con
una investigacion previa desarrollada por Silva y cols. (2016) que muestra
que ratones C57BL6 alimentados con una dieta compuesta por un 41% de
grasa durante 16 semanas, alcanzan valores plasmaticos de HDL
significativamente mayores que animales controles (Silva et al., 2016), estos
hallazgos destacan la importancia de tomar en cuenta el contexto genético del
modelo seleccionado para el estudio. En cuanto a los valores de triglicéridos,
nuestros resultados no muestran diferencias significativas entre ambos
grupos, situacion que ya ha sido evidenciada previamente por Sato y
colaboradores, quienes utilizando ratones machos C57BL6 alimentados con
dieta compuesta por un 38% de grasa, reportan un valor promedio de
triglicéridos plasmaticos de 113.2 mg/dL, valor similar a los 104.8mg/dL
alcanzados es este trabajo (Sato et al., 2010). En conjunto, estos resultados

podrian estar reflejando el desarrollo de un mecanismo compensatorio frente
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al aumento en el consumo de grasa, lo que de acuerdo con la investigacion
de Li y cols. (2020) parece ser frecuente en la cepa C57BL6 (J. Li etal.,
2020). Por esta razon, se necesitan estudios adicionales para caracterizar esta
respuesta considerando, ademas, que la regulacion del metabolismo lipidico
es un proceso complejo que esta influenciado por multiples factores tales
como la composicion de la dieta, el tiempo de exposicion y la edad de los
animales, estudios que se encuentran fuera del objetivo de esta tesis. Sin
embargo, nuestros resultados nos permiten concluir que en nuestras
condiciones experimentales los animales desarrollan un sindrome
metabdlico, dentro de los parametros ya documentados, y por ende nos

permite validar nuestro modelo.

Antes de discutir de nuestros resultados, quisieramos mencionar ciertos
puntos importantes que inciden en nuestras observaciones, por ende, en las
conclusiones y proyecciones de este trabajo. Por un lado, es importante
considerar las condiciones experimentales de nuestro trabajo, por ejemplo,
dado que el objetivo de este trabajo es investigar el efecto de la obesidad
inducida por una dieta rica en grasa saturada, se utilizd una dieta cuya
composicion incluia un 60% de grasa (de lo cual un 54% corresponde a
acidos grasos saturados) cuya ventaja es el rapido desarrollo del fenotipo
obeso vy, la cual se extendié por 11 semanas con el fin de evaluar efectos a
nivel molecular de una dieta prolongada, semejante al periodo que han sido
evaluados por otros investigadores (Marco et al., 2013; Thaler et al., 2012).
En este mismo sentido, creemos que una limitacion del disefio experimental
es no haber incorporado un desafio alimenticio previo al muestreo (tipo

“binge” 0 atraccén) para evaluar dinamicas en la regulacion.
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Otro aspecto importante a considerar es que los resultados obtenidos en este
trabajo representan exclusivamente el efecto de la obesidad inducida por
dieta en machos. Diversas investigaciones han demostrado que tanto
hormonas sexuales como genes codificados en cromosomas sexuales afectan
el control de la homeostasis energética y mas adn el funcionamiento de las
neuronas POMC, estableciendo asi, dimorfismo sexual (De Jesus & Henry,
2022; Morselli et al., 2016; C. Wang & Xu, 2019). En este contexto, existen
dos investigaciones que sugieren que las neuronas POMC ejercen un efecto
diferente segun el sexo, regulando preferentemente el gasto energetico en las
hembras y la ingesta alimentaria en machos (Hubbard et al., 2019; Reilly
et al., 2019). Asi tambien, Wang y colaboradores demostraron que a nivel del
nucleo arqueado, el nimero de neuronas POMC es superior en las hembras
las que, ademas, muestran actividades neuronales mas altas (C. Wang et al.,
2018). Esta diferencia en la respuesta neuronal podria ser consecuencia del
estradiol, una hormona mayoritaria en hembras, que desencadena un aumento
en la excitabilidad de las neuronas POMC (Gao et al., 2007). Las diferencias
sexuales también se han observado a nivel de expresion genica, pues se ha
identificado que la expresion de Pomc es mayor en hembras en relacion a los
machos (G. O. de Souza etal., 2022), lo que podria explicarse por la
capacidad que tiene el receptor alfa relacionado con estrogeno (ERRa) de
unirse al enhancer proximal de Pomc hipotaldmico, nPE2 (F. S. J. de Souza
et al., 2005). De este modo, los hallazgos aqui presentados no pueden ser
extrapolados a lo que ocurre en hembras y, por ende, se requieren estudios
que utilicen hembras para asi disminuir la brecha de género en

investigaciones biomédicas.
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Por otro lado, una de las principales complicaciones que tuvo el desarrollo de
este trabajo investigativo, fue lograr purificar una cantidad suficiente de
neuronas que permita extraer suficiente ADN genomico. La manera de
sobrellevar esta problematica fue utilizar entre 3 a 5 animales por proceso de
purificacion, interesantemente no hubo proporcién directa entre la cantidad
de animales utilizados y el namero de células purificadas. Existen diversos
factores que afectan el rendimiento en la purificacion utilizando FACS, sin
embargo, en nuestro caso unos de los factores mas importantes es la gran
variabilidad en la intensidad de fluorescencia del GFP de nuestros
transgénico; situacion que solo podia ser evaluada al observar los cerebros en
lupa de EPI fluorescencia, previo a la disgregacion celular y una vez
terminada la intervencion alimentaria. La variabilidad en la expresion del
transgén, podria ser consecuencia de problemas en la mantencién de la linea
transgénica previa a nuestro manejo, ya que no actualizar colonias
endogamicas (como esta linea transgénica) cada 5 a 10 generaciones aumenta

los problemas de deriva génica (Kelmenson, 2018).

Aun cuando la cantidad de células purificadas esta muy por debajo de las
9000 células POMC identificadas por analisis estereologicos (Lemus et al.,
2015), el protocolo de purificacion de neuronas mediante FACS, aqui
desarrollado, logré purificar una cantidad similar a lo reportado por el equipo
de Lam, donde a partir de 1 animal POMC:eGFP vy utilizando un
procedimiento similar, se purifican 160 células GFP positivas (Lam et al.,
2017). Por otro lado, ademas de la validacion mediante ARN-seq presentada
en este trabajo, este protocolo fue validado en un trabajo colaborativo previo

de nuestro laboratorio, mediante gRT-PCR obteniendo, igualmente, que hay
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un enriquecimiento de células POMC tras la purificacion (Ordenes et al.,
2021).

Por altimo, en este trabajo se estudian las neuronas POMC como una Unica
poblacion sin considerar las subpoblaciones de estas neuronas. En ese
sentido, variadas investigaciones, empleando diferentes técnicas
experimentales, han demostrado la existencia de subpoblaciones de neuronas
POMC. Por ejemplo, mediante registros electrofisioldgicos se ha identificado
gue las neuronas POMC excitadas por leptina no son las mismas neuronas
POMC que responden a insulina (Williams et al., 2010). Asi también, se ha
descrito que existen neuronas POMC con propiedades glutamatérgicas, otras
con propiedades GABAEérgicas, asi como neuronas que contienen ambos o
ninguno de estos neurotransmisores (Dicken et al., 2012; Saucisse et al.,
2021; Wittmann etal., 2013). Investigaciones mas recientes empleando
secuenciacion de ARN de célula unica (ARNsc-seq) identificaron 3
subpoblaciones de POMC, que difieren en sus patrones de expresion
(Campbell et al., 2017). Lamentablemente, no existen herramientas genéticas
desarrolladas que nos permitan realizar una purificacion diferencial de estas
subpoblaciones neuronales, por lo cual nuestros resultados constituyen un

punto de partida necesario para el estudio posterior de estas subpoblaciones.

Con respecto a las estadisticas globales de nuestros perfiles de metilacion
obtenidos, observamos que el porcentaje de metilacion en contextos no-CpG
alcanza valores superiores a lo clasicamente reportado para genomas de
mamiferos (Couldrey et al., 2014; Orozco et al., 2015; X. Zhang et al., 2017).
Sin embargo y de manera interesante, en los ultimos afios diferentes

investigaciones han descrito que las neuronas alcanzan un porcentaje mayor
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de metilacion en contexto no-CpG (de Mendoza et al., 2021; Guo et al., 2014;
Kozlenkov et al., 2014; Lister et al., 2013; Xie et al., 2012). Por ejemplo, en
una detallada investigacion, Lister y cols. (2013) estudiaron el estado de
metilacion en contexto no-CpG de células de la corteza frontal de ratones en
estado embrionario y en adultos, encontrando que la metilacién en este
contexto es insignificante en la corteza fetal, pero aumenta notoriamente en
adultos, lo que, al relacionarlo con datos de expresion génica, hace sugerir
gue la metilacion no-CpG representa un tipo de regulacion génica que se
agrega en una etapa de desarrollo posterior. Ademas, se determind que este
aumento de metilacion en contexto no-CpG era exclusivo de neuronas, y no
afectaba a células gliales (Lister et al., 2013). Asi también, la investigacion
de Guo y cols. (2014), utilizando secuenciacion de bisulfito de genoma
completo, identifico aproximadamente un 25% de metilacion en contexto no-
CpG, en neuronas del giro dentado de ratones adultos, lo cual fue confirmado
utilizando metodologias independientes de la conversion de bisulfito (Guo
et al., 2014). Este patrén de metilacion no-CpG parece ser compartido entre
organismos vertebrados y enriquecido en genes altamente conservados que
se encuentran reprimidos transcripcionalmente en cerebro adulto (de
Mendoza et al., 2021). Por lo tanto, dado que estos datos concuerdan con los
hallazgos aqui obtenidos, es posible ratificar la validez de nuestros resultados
y afirmar que, en neuronas hipotalamicas adultas, existe cerca de un 20% de

metilacion en contextos no-CpG, cuya funciédn todavia falta por dilucidar.

Al considerar la metilacion a escala gendémica, en contextos CpG, presente
tanto en muestras CD como en HFD, nuestros resultados indican que la

metilacion esté centrada en la region promotora de los genes, particularmente
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en las cercanias del TSS, lo que es consistente con la principal ubicacién de
las islas CpG, regiones con mayor frecuencia de dinucle6tidos CG y donde
es mas probable de encontrar citosinas metiladas. Asi también, al analizar de
manera general los datos de metilacion de las 4 muestras en estudio, mediante
el analisis de componente principal, no fue posible identificar clusteres
diferenciados por condicion, de lo que se desprende que no hay una diferencia
notoria en los patrones de metilacion globales entre animales controles y
obesos. Sin embargo, al analizar las diferencias que la obesidad inducida por
dieta alta en grasa genera en el estado de metilacion de citosinas individuales,
los resultados demuestran que existen 16.795 citosinas diferencialmente
metiladas (DMC), de las cuales cerca del 50% se localizan en promotores.
Ademas, de la distribucion por cromosoma de las DMC, resulta Ilamativo lo
que ocurre en el cromosoma mitocondrial donde se obtuvo Unicamente
hipometilacion. A nivel del genoma mitocondrial existe gran controversia
sobre la metilacion del ADN ya que, se encuentra desprovisto de histonas y,
enzimas metilasas no pueden acceder a este organelo. No obstante, en el
ultimo tiempo diferentes investigaciones han identificado metilacion en
genoma mitocondrial (van der Wijst etal., 2017; Zheng et al., 2015), de
hecho, un estudio en ratas alimentadas con una dieta alta en fructosa analizé
mediante un test de ELISA el estado de metilacion del ADN mitocondrial en
hepatocitos, encontrando hipometilacion global acompafiada por un aumento
en la transcripcion de genes mitocondriales (YYamazaki et al., 2016). Si bien
existe basta evidencia que demuestra que en obesidad ocurre una alteracion
en la actividad mitocondrial caracterizada, por ejemplo, por una
remodelacién de las crestas mitocondriales (Gomez-Valadés et al., 2021),

escasa 0 nula informacion existe sobre la dinamica de expresion de genes

94



codificados en el ADN mitocondrial, y mucho menos sobre la regulacion que
podria ejercer la metilacion, por lo que resulta interesante evaluar en trabajos
futuros qué ocurre con la expresion génica mitocondrial y si esto esta

relacionado con la disminucion en el nivel de metilacion del ADN.

Al evaluar especificamente lo que ocurre en Pomc, podemos notar que,
contrario a investigaciones anteriores, no se encontrd hipermetilacion en
ninguna de las citosinas presentes en su promotor e incluso, se identifico
hipometilacion en una citosina ubicada a 110 pb corriente arriba del TSS.
Esta discrepancia podria explicarse por ciertas diferencias experimentales
entre nuestro estudio y las investigaciones previas, por ejemplo, en la
investigacion de Plagemann no hubo obesidad inducida por una dieta en
particular, sino que se incremento la ingesta alimentaria a través de una
disminucion en la cantidad de animales por jaula (Plagemann et al., 2009); la
investigacion de Cifani, en cambio, utilizd una dieta compuesta por un 45%
de grasa (Cifani et al., 2015). Ademas, en ambas, junto con la investigacion
de Marco, el modelo de estudio fueron ratas Sprague Dawley (Marco et al.,
2013). Por su parte, en la investigacion de Shi, se utilizaron ratones que
recibieron una dieta con un 60% de grasa, pero esta se mantuvo por un
periodo de 20 semanas, lo que hace sugerir que las 11 semanas empleadas en
nuestro trabajo no es tiempo suficiente para evidenciar un aumento en la
metilacion; no obstante, y similar a nuestros hallazgos, en esta investigacion
se observo una leve disminucién en el porcentaje de metilacion de la citosina
ubicada a 110 pb corriente arriba del TSS, pero cuya diferencia no alcanza a
ser significativa (Shi et al., 2013). Una diferencia importante por destacar

entre nuestro estudio y los anteriormente sefialados, es que todos estos
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exploraron la metilacién del ADN a partir de muestras de hipotalamo
completo, que incluyen una gran diversidad celular y que, por tanto, no

reflejan lo que ocurre particularmente en las neuronas POMC.

Con respecto a la relacion entre metilacion de ADN y expresion geénica,
nuestros resultados indican que la metilacion diferencial se relaciona con un
aumento y disminucién de la expresion génica en igual proporcion; este
resultado, si bien es contrario a la perspectiva clasica donde el aumento en
metilacion del ADN se asocia exclusivamente con una represion
transcripcional, resulta respaldar multiples investigaciones realizadas en los
ultimos afios (Guilleret et al., 2002; Halpern etal., 2014) donde se ha
observado que aumentos en la metilacion DNA pueden también aumentar la
expresion genica. EI mecanismo por el cual la metilacion del ADN es capaz
de activar la expresion génica no se ha esclarecido, sin embargo, se han
propuesto diferentes alternativas; una de ellas postula que los grupos metilo
podrian causar una repulsion de factores de transcripcion represores, lo que
se sustenta en que genes sobreexpresados se encontrarian enriquecidos en
motivos de union a factores de transcripcion represores, sensibles a grupos
metilo (de Mendoza et al., 2022). Otra alternativa postula que la metilacion
puede crear nuevos sitios de union a factores de transcripcion pioneros los
que tienen la habilidad de unirse directamente a heterocromatina y reclutar a
otros factores de transcripcion, lo que se respalda en el hecho de que ciertos
factores de transcripcion pueden interaccionar con grupos metilo, sin la
necesidad del dominio MBD (Hu et al., 2013; Zhu et al., 2016). No obstante,
y similar a otras investigaciones (Pedersen et al., 2016), nuestros resultados

indican que, aun cuando la metilacion diferencial puede ocurrir en sitios
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especificos que participan en la union con factores de transcripcion, esto no
siempre es indicativo de una modulacion en la expresion génica, dado que el
96% de las DMC aqui identificadas se encontraban en genes que no presentan
modulacidn en su expresion. Sin embargo, y considerando que, a diferencia
de la metilacién de ADN, la expresion génica es un proceso altamente
dindmico, es posible que la remodelacion en la metilacion del ADN ocurrida
tras la obesidad inducida por dieta condicione la respuesta transcripcional
frente a determinado estimulo, situacion que no fue considerada en nuestro
disefio experimental excepto por la intervencion alimenticia prolongada por
11 semanas. Otra posibilidad a la falta de respuesta génica podria ser a la
heterogeneidad de las neuronas POMC y la generacion de mecanismos
compensatorios, en este sentido de Mendoza y cols. (2022) sugieren que la
expresion de un gen con importante cambio de metilacion en un nimero
reducido de células podria ser compensado por la expresion a cargo de células
que no presentan metilacion diferencial, lo que se hace notoriamente
relevante en poblaciones tan heterogéneas como las neuronas POMC (de
Mendoza etal.,, 2022). Estos hallazgos, en conjunto, reflejan que la
regulacion ejercida por la metilacion del ADN es un proceso complejo y del

que todavia faltan muchos aspectos por clarificar.

Por otro lado, los datos obtenidos en esta investigacion permiten esclarecer
ciertos aspectos controversiales en torno al proceso de deteccion de cambios
en la concentracion circulante de ciertos nutrientes y la posterior respuesta
ante estos cambios, denominado sensing. EXxisten investigaciones que
apuntan a que este proceso es llevado a cabo exclusivamente por neuronas

hipotalamicas, como POMC; mientras que, por otro lado, hay quienes
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postulan gque es necesaria la participacion de células gliales como astrocitos
y tanicitos. Con respecto al metabolismo lipidos, diferentes investigaciones
han propuesto que &cidos grasos de cadena larga pueden ingresar a las
neuronas hipotaldmicas a través del transportador CD36, un miembro de los
receptores depuradores de clase B (Le Foll etal., 2009, 2015),
adicionalmente, se ha identificado al receptor de acidos grasos 1 (FFA1 o
GPR40), un receptor acoplado a proteina G, que puede ser activado por
acidos grasos de cadena media y larga y que segun analisis de
iInmunohistoquimica colocaliza con neuronas POMC (Dragano et al., 2017;
Haynes et al., 2020; Nakamoto et al., 2013). Sin embargo, nuestros datos de
ARN-seq, generados desde neuronas POMC purificadas, indican que no hay
expresion de estas moléculas en ninguna de las condiciones experimentales;
lo que descartaria la idea de que &cidos grasos son censados por estas

neuronas.

Otro nutriente que ha generado debate es la glucosa; O’Malley y cols. (2006)
proponen que puede ser censada por neuronas gracias a la participacion del
transportador SGLT en un proceso que involucra de cotransporte de glucosa
y Na*, de modo que el aumento de cargas positivas (debido al ingreso de
Na*) causaria la depolarizacion y excitacion neuronal (O’Malley et al., 2006),
no obstante, la veracidad de este mecanismo se basa en la accion de SGLT,
transportador que de acuerdo a nuestros datos, no se encuentra en neuronas
POMC; en cambio, si se obtuvo expresion de Slcl6a7, gen que codifica al
transportador de monocarboxilato 2 (MCT2), que permite la entrada del
lactato liberado desde los tanicitos luego de la metabolizacion de glucosa en

estas celulas gliales; lo que contribuiria a confirmar la participacion de los
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tanicitos durante el sensing de glucosa (Cortes-Campos et al., 2013; Ordenes
etal., 2021). En esa misma linea, se ha propuesto que, luego de la ingesta
alimenticia, el aumento y liberacion de ATP desde los tanicitos (ya sea por la
metabolizacion de glucosa o acidos grasos), podria impactar en la actividad
de las neuronas POMC a través de receptores purinérgicos (Salgado et al.,
2021); en apoyo a esta idea, nuestros datos muestran que las neuronas POMC
expresan 4 tipos diferentes de receptores purinérgicos (P2Y1, P2Y,, P2Xsy
P2X>). No obstante, cabe mencionar que, si bien nuestros datos confirman la
expresion de MCT2 y de receptores purinérgicos, estos no se encuentran
modulados por la obesidad inducida por dieta 'y solo MCT2 y P2Y, presentan

una citosina diferencialmente metilada en su region promotora.

Entre los genes que tienen metilacion diferencial y si se encuentran
modulados por la obesidad inducida por dieta, destaca Gal, un gen que puede
dar origen a dos productos diferentes dependiendo del procesamiento
proteolitico, galanina y el péptido asociado al mensaje de galanina (GMAP).
En particular, la galanina ha sido fuertemente relacionada con el control de
la ingesta alimenticia, y en especial, con el consumo de grasas. En este
contexto, la investigacion de Yun y cols. (2005) identific6 que tras una
inyeccion de Gal en el PVN, ocurre un aumento en la ingesta alimenticia, lo
que es particularmente notorio y méas prolongado en aquellos animales
alimentados con una dieta alta en grasa (Yun et al., 2005). Asi también, se ha
identificado que el consumo de una dieta alta en grasa por 21 dias estimula
la expresion de Gal en el PVN (Dourmashkin et al., 2005; Leibowitz et al.,
2004), con lo cual se ha propuesto que galanina funciona con un circuito de

retroalimentacion positiva, en que el consumo de dieta alta en grasa estimula
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la expresién de Gal y esto, a su vez, incrementa la ingesta alimenticia (Barson
et al., 2010). Este comportamiento se evidencia también en nuestros datos,
puesto que animales alimentados con una dieta alta en grasa por 11 semanas
muestran un aumento significativo tanto en la expresion de Gal en neuronas
POMC, como en las calorias diarias ingeridas; de modo que esto podria estar
contribuyendo en la mantencion del fenotipo obeso. Ademas, el aumento en
la expresion de este neuropeptido particularmente en las neuronas POMC
sugiere que, frente a obesidad inducida por dieta, ocurre cierto deterioro en
el carécter anorexigenico de estas neuronas; esto respaldado con el
inexistente aumento en la expresion del neuropéptido anorexigénico Pomc
frente a un exceso energetico (como el que se origina con la dieta alta en

grasa).

Comportamiento similar a Gal, es el observado en LoxI3, una enzima lisil
oxidasa, cuya hipermetilacion dentro de un motivo de union a factor de
transcripcion, estad asociada con un incremento en su expresion génica. El
funcionamiento de esta enzima esta relacionado con una restriccion en la
diferenciacion de células inmune y la respuesta inflamatoria, lo que
interesantemente, ocurre a través de la deacetilacion del factor de
transcripcion STAT3 reprimiendo su dimerizacion en el nacleo (Ma et al.,
2017). Considerando que la respuesta a leptina por parte de las neuronas
POMC es mediada por STATS3, es posible sugerir que el impedimento en la
dimerizacion de STAT3, causada por un incremento de LOXS3, este
contribuyendo en la generacion de resistencia a leptina; un mecanismo gque,
en concordancia con nuestros datos, no requiere una modulacion en la

expresion génica de este factor de transcripcion.
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Otra de las respuestas evidenciadas por las neuronas POMC tras la induccién
de obesidad, es la modulacién transcriptdmica de genes asociados a
apoptosis, particularmente se observé una disminucion en la expresion de
Gdnf, factor neurotréfico derivado de glia, con 4 DMC dentro de motivos de
unién a factores de transcripcion y cuya disminucion es capaz de prevenir la
apoptosis a través de un mecanismo que involucra a la caspasa 8 y al receptor
con dominio de muerte FADD (Yu et al., 2008); asi también, su disminucion
se ha asociado con un aumento en la tasa de apoptosis neuronal en patologias
como Parkinson y encefalopatias por hipoxia (S.-J. Li et al., 2014; Siegel &
Chauhan, 2000). En el contexto de obesidad, un estudio de Mwangi y
colaboradores muestran que una sobreexpresion de este gen en astrocitos se
asocia con una resistencia al desarrollo de obesidad en animales alimentados
con dieta alta en grasa, en base a este hallazgo proponen que el Gdnf tiene
un efecto protector sobre el desarrollo de obesidad (Mwangi et al., 2014).
Ademas, recientemente se ha identificado en una linea celular de neuronas,
que su expresion puede ser modulada a partir de cambios en la metilacion de
su promotor en respuesta al acido poliinsaturado EPA (acido
eicosapentaenoico; 20:5 ®-3) (Ceccarini etal.,, 2022); en conjunto, estos
datos avalan los resultados aqui obtenidos y permiten apoyar el supuesto de
que, tras la induccién de obesidad por dieta alta en grasa prolongada, una
remodelacién en el promotor de este gen, se asocia con una disminucion en
su expresion geénica lo que, a su vez, contribuye con la generacion de
apoptosis. En esta misma linea, otro gen asociado a apoptosis y cuya
expresion se encuentra modulada frente a la obesidad inducida por dieta, es
Ntrk1, que codifica el receptor tirosina quinasa neurotrofica tipo 1, y cuya

expresion esta modulada a la baja en nuestros datos. Por un lado, hay estudios
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sobre este gen que lo han asociado a apoptosis ya que es capaz de activar a
ciertas caspasas e inhibir a p53 (Jung et al., 2008; Jung & Kim, 2008; Lavoie
et al., 2005). Por otro lado, hay estudios que proponen que el aumento de este
gen disminuye la actividad de catalasas resultando en un incremento en la
produccion de ROS y en consecuencia conduce a autofagia (Dadakhujaev
et al., 2009; Morello et al., 2021), de modo que, se podria hipotetizar que la
disminucion de este gen podria estar contribuyendo tanto a la generacion de
apoptosis como a la disminucion de autofagia. Situacion similar ocurre con
Moapl, gen que se encuentra sobre expresado en nuestros datos y que
codifica el Modulador de apoptosis 1, una proteina de la membrana
mitocondrial capaz de unirse a Bax e inducir apoptosis a traves de la salida
del citocromo c desde la mitocondria (Su et al., 2022; Tan et al., 2001). Tal
como ocurre con Ntrk1, Moapl ha sido asociado, ademas, con una promocion
de la autofagia debido a su interaccion con la proteina LC3 para permitir el
cierre del fagoforo, un proceso requerido en la maduracion del autofagosoma
(Chang et al., 2021). Considerando que estudios anteriores han determinado
que, a nivel hipotalamico, el desarrollo de obesidad esta asociado con un
incremento en apoptosis y disminucién de autofagia, es posible hipotetizar
que el aumento de Moap1, junto con la disminucion de Ntrkl y Gdnf, estan
en su conjunto, favoreciendo el desarrollo de apoptosis en las neuronas
POMC de ratones obesos. Sin embargo, genes esenciales con el desarrollo de
autofagia como Atg7 y Becnl no muestran un cambio significativo en su
expresion génica (Collier et al., 2021; Wirawan et al., 2012) por lo cual,
consideramos que nuestros datos no muestran evidencia suficiente para

suponer que este proceso esta alterado en neuronas POMC,
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Cabe sefialar que, a excepcidén de Gal, ninguno de estos genes ha sido
previamente asociado con obesidad a nivel hipotaldmico, por lo que se hacen
necesarios analisis adicionales para comprender certeramente la funcion que
estarian cumpliendo en las neuronas POMC y como esto contribuye en la
mantencion de la obesidad. Del mismo modo, es necesario validar que el
cambio en el estado de metilacion de la region promotora de los genes esta,
efectivamente, influenciando la modulacion transcripcional evidenciada en

nuestros resultados.

En base a lo anteriormente expuesto, es posible concluir de esta investigacion
que la obesidad inducida por una dieta alta en grasas causa una remodelacion
importante en el perfil de metilacion global de las neuronas POMC, lo que
ocurre principalmente en regiones promotoras de los genes y, mas
especificamente aun, dentro de motivos de union a factores de transcripcion
(figura 13). Estos cambios en el estado de metilacion, si bien ocurren en
varios genes relevantes en el funcionamiento de las neuronas POMC (como
Pomc, Cartpt y Stat3), tienen una reducida respuesta transcripcional en las

condiciones experimentales del presente trabajo.
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Neurona POMC durante obesidad inducida por dieta alta en grasa
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FIGURA 13: MODELO DEL EFECTO QUE SUFREN LAS NEURONAS POMC EN OBESIDAD

INDUCIDA POR DIETA ALTA EN GRASAS A NIVEL DE METILACION DE ADN.

Con la induccion de obesidad a partir de una dieta alta en grasa, las neuronas hipotalamicas
POMC sufren una importante remodelacion en el estado de metilacion de citosinas, lo que
ocurren principalmente en sitios que constituyen motivos de union a factores de
transcripcion. Esta remodelacion en la metilacion esta asociada con una reducida respuesta
transcripcional, que involucra tanto un aumento, como una expresion génica. Entre los
genes que tienen metilacion diferencial y ven aumentada su expresion destaca Gal, LoxI3
y Moapl. Mientras que entre los genes con metilacion diferencial que disminuyen su

expresion se encuentra Gdnf y Ntrk1.
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Ademas, y en sintonia con investigaciones actuales, se determind que el
aumento de metilacion esta relacionado tanto con una disminucion como con
un aumento de la expresion génica, a partir de lo cual se podria estar
favoreciendo el consumo de grasa, la resistencia a leptina y la apoptosis. De
esta manera, es importante destacar que estos resultados, son los primeros en
dilucidar los efectos que la obesidad causa en la metilacion de ADN a nivel
genomico y mas especifico ain en neuronas POMC purificadas. Asi también,
a partir de los resultados de esta investigacion se da pie para estudiar una
serie de aspectos que no fueron considerados en este trabajo, tal como la
metilacion que ocurre en contextos no-CpG, y la metilacion diferencial en
sitios diferentes a las regiones promotoras. Por ultimo, y a modo de
proyeccion, resultaria interesante realizar estudios adicionales para evaluar si
las marcas de metilacion que ocurren tras la induccion de obesidad son
estables en el tiempo y pueden permanecer luego de una baja del peso
corporal, asi como utilizar dietas de cafeteria que incluyen alimentos
sabrosos, densos energéticamente, que asemejan los alimentos procesados
tan comunes en la alimentacién humana y, de esta manera, contribuir a la

proyeccion de este modelo a la obesidad desarrollada en humanos.
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VIIl. ANEXOS

Scripts de bash del control de calidad y procesamiento

Anexo 1. Control de calidad de los datos crudos mediante FastQC.

#!/bin/bash

eval "$(conda shell.bash hook)"

fastqc $RRBS-EE-C* --adapters $adaptadores.txt -o $output path
fastqc $ RRBS-EE-HFD* --adapters $adaptadores.txt -o
$output_path

Anexo 2: Procesamiento de los datos mediante TrimGalore y posterior
evaluacion de calidad de datos procesados mediante FastQC.

#!/bin/bash
eval "$(conda shell.bash hook)"
trim_galore --cores 4 --rrbs --paired --gzip --max_n 15 --length

50 --non_directional -o $output_path \
$RRBS-EE-C1_NGS22-Y@96_BH3LN7DSX5_S24 L0e4 R1 001.fastq.gz \
$RRBS-EE-C1_NGS22-Y@96 BH3LN7DSX5_S24 L004 R2_001.fastq.gz

fastqc
$RRBS-EE-C1_NGS22-Y@96 BH3LN7DSX5_S24 Lee4 R1 001 val 1.fq.gz \
--adapters $adaptadores.txt -o $output path/FastQC

Anexo3: Alineamiento multiple mediante el programa Fastg-screen

#!/bin/bash

eval "$(conda shell.bash hook)"

fastq_screen --aligner bowtie2 --bisulfite --threads 4 \
--get_genomes --bismark --non_directional \

--outdir $Output_Path/ \

$RRBS-EE-C1_NGS22-Y096 BH3LN7DSX5 S24 LO@4 R2_001.fastq.gz
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Scripts de bash del alineamiento al genoma de referencia

Anexo 4: Preparacion del genoma de referencia mediante Bismark.

#!/bin/bash

eval "$(conda shell.bash hook)"
bismark_genome_preparation --path_to_aligner
/usr/local/src/bowtie2-2.5.0-1inux-x86_64 \
--bowtie2 --genomic_composition --verbose \
$Annotation/

Anexo 5a: Alineamiento al genoma de referencia usando Bismark.
Configuracion por defecto, test 1

#!/bin/bash

eval "$(conda shell.bash hook)"

bismark --parallel 4 --gzip --bam --output_dir $output_path \
--temp_dir $output path \

--genome_folder $Annotation \

-1 $RRBS-EE-C1_NGS22-Y096 BH3LN7DSX5 S24 L4 R1 001 val 1.fq.gz
\

-2 $RRBS-EE-C1_NGS22-Y096 BH3LN7DSX5 S24 L4 R2_001 val 2.fq.gz

Anexo 5b: Alineamiento al genoma de referencia usando Bismark.
Configuracién no direccional, test 2.

#!/bin/bash
eval "$(conda shell.bash hook)"
bismark --parallel 4 --gzip --bam --non_directional --output_dir

$output_path/ \

--temp_dir $output_path \

--genome_folder $Annotation \

-1 $RRBS-EE-C1_NGS22-Y096 BH3LN7DSX5 S24 Lee4 R1 001 val 1.fq.gz
\

-2 $RRBS-EE-C1_NGS22-Y096 BH3LN7DSX5 _S24 Lee4 R2 001 val 2.fq.gz
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Anexo 5c: Alineamiento al genoma de referencia usando Bismark.
Configuracién no direccional con disminucion en exigencia, test 3.

#!/bin/bash
eval "$(conda shell.bash hook)"
bismark --parallel 4 --gzip --bam --non_directional --output_dir

$output_path/ \

--temp_dir $output path \

--score_min L,0,-0.6 \

--genome_folder $Annotation \

-1 $RRBS-EE-C1_NGS22-Y@96_BH3LN7DSX5_S24 L1004 R1 001 val 1.fq.gz
\

-2 $RRBS-EE-C1_NGS22-Y096 BH3LN7DSX5_S24 L1004 R2 001 val 2.fq.gz

Anexo 5d: Alineamiento al genoma de referencia usando Bismark.
Configuracién no direccional, con disminucion en exigencia y alineamiento
local, test 4.

#!/bin/bash
eval "$(conda shell.bash hook)"
bismark --parallel 4 --gzip --bam --non_directional --output_dir

$output_path/ \

--temp_dir $output_path \

--score_min L,0,-0.6 \

--local \

--genome_folder $Annotation \

-1 $RRBS-EE-C1_NGS22-Y096 BH3LN7DSX5 S24 L004 R1 001 val 1.fq.gz
\

-2 $RRBS-EE-C1_NGS22-Y096 BH3LN7DSX5 S24 Le@4 R2_ 001 val 2.fq.gz
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Anexo 6: Extraccion del estado de metilacion de citosinas usando Bismark.

#!/bin/bash

eval "$(conda shell.bash hook)"

bismark_methylation extractor --paired-end --no_overlap --
ignore_r2 2 --report --merge_non_CpG --bedgraph --gzip \
--output $Output _path \

$RRBS-EE-C1.bam

Test de metilacion diferencial en R

Anexo 7: Test de metilacion diferencial usando el programa Methykit.

library(devtools)
library(methylKit)
library(genomation)

file.list=1ist( "Cl.bismark.cov.gz",
"C5.bismark.cov.gz",
"HFD1.bismark.cov.gz",
"HFD2.bismark.cov.gz")

myobjDB=methRead(file.list,
sample.id=1ist("C1","C5", "HFD1","HFD2"),
assembly="GRCm39",
treatment=c(0,0,1,1),
context="CpG",
pipeline = "bismarkCoverage")

#Cobertura por base-----------c----cmcmceeeeeeee oo e
getCoverageStats(myobjDB[[1]],plot=TRUE,both.strands=FALSE)
getCoverageStats(myobjDB[[2]],plot=TRUE,both.strands=FALSE)
getCoverageStats(myobjDB[[3]],plot=TRUE,both.strands=FALSE)
getCoverageStats(myobjDB[[4]],plot=TRUE,both.strands=FALSE)

# Filtro basado en cobertura------------cccccmmmccccc e
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filtered.myobj=filterByCoverage(myobjDB, lo.count=10, lo.perc=NULL
, hi.count=NULL,hi.perc=99.9)
normalized.myobj=normalizeCoverage(filtered.myobj)

#Correlacidn de muestras-----------c-c-cmcmcmcmcmcmcmemeeeeeee e
meth=unite(normalized.myobj, destrand=FALSE)
getCorrelation(meth,plot=TRUE)
clusterSamples(meth,dist="correlation",method="ward.D2",plot=TRU
E)

PCASamples(meth, screeplot=TRUE)

PCASamples(meth, center = TRUE)

#Metilacion diferencial por citocina (DMC)----------==----------
myDiff=calculateDiffMeth(meth)
myDiff25p.hyper=getMethylDiff(myDiff,difference=25,qvalue=0.05,t
ype="hyper")
myDiff25p.hypo=getMethylDiff(myDiff,difference=25,qvalue=0.05,ty
pe="hypo")

#DMC por CromoSOmMa------====--===--——---——--“-——--“——--——----------
diffMethPerChr(myDiff,plot=TRUE,qvalue.cutoff=0.05,
meth.cutoff=15)

#Metilacion diferencial por region (DMR)------------------------
tiles=tileMethylCounts(myobjDB,win.size=1000,step.size=1000)
filtered.myobj R=filterByCoverage(tiles,lo.count=10,lo.perc=NULL
, hi.count=NULL,hi.perc=99.9)

normalized.myobj R=normalizeCoverage(filtered.myobj R)

methRegion=unite(normalized.myobj R, destrand=FALSE)
myDiffRegion=calculateDiffMeth(methRegion)
myDiffRegion.hyper=getMethylDiff(myDiffRegion,difference=15,qval
ue=0.05,type="hyper")
myDiffRegion.hypo=getMethylDiff(myDiffRegion,difference=15,qvalu
€=0.05, type="hypo")
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#Metilacidn diferencial por promotor--------------------—--~-~-~----
methPromoter=unite(normalized.promoter, destrand=FALSE)
myDiffPromoter=calculateDiffMeth(methPromoter)
myDiffPromoter.hyper=getMethylDiff(myDiffPromoter,difference=15,
gvalue=0.05,type="hyper")
myDiffPromoter.hypo=getMethylDiff(myDiffPromoter,difference=15,q
value=0.05,type="hypo")

#Anotacidon de metilacidén diferencial------------------------~----
#Cargar archivo bed con anotacién
gene.obj=readTranscriptFeatures("Mus_musculus.GRCm39.107_2 BED12
.bed", remove.unusual = TRUE)

diffAnn_hyper <-
annotateWithGeneParts(as(myDiff25p.hyper, "GRanges"), gene.obj)
diffAnn_hypo <-

annotateWithGeneParts(as(myDiff25p.hypo, "GRanges"),gene.obj)
diffAnn_RegionHyper <-
annotateWithGeneParts(as(myDiffRegion.hyper, "GRanges"),gene.obj)
diffAnn_RegionHypo <-
annotateWithGeneParts(as(myDiffRegion.hypo, "GRanges"), gene.obj)

#Calculo distancia a TSS
TSS <- getAssociationWithTSS(diffAnn)

#Extraccion de genes con promotores diferencialmente metilados
diffAnn_Promoter.hyper=annotateWithGeneParts(as(myDiffPromoter.h
yper, "GRanges"),gene.obj)
diffAnn_Promoter.hypo=annotateWithGeneParts(as(myDiffPromoter.hy
po, "GRanges"),gene.obj)
write.table(getAssociationWithTSS(diffAnn_Promoter.hyper),
file="Hyper-TSS_PorPromoter_ Methylkit")
write.table(getAssociationWithTSS(diffAnn_Promoter.hypo),
file="Hypo-TSS_PorPromoter_ Methylkit")
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Figuras suplementarias.
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Muestra Concentracion (ng/uL) Concentracion (nM)
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CD4 1.89 191
HFD 1 0.192 1.94
HFD 2 0.652 6.59

Figura S1: Calidad de librerias RRBS (A) Perfil electroforético de las
librerias RRBS de la condicién CD y HFD. Las sefiales indicadas con 20 y
1000 corresponden al marcador de peso molecular. (B) Valores de
concentracion de cada una de las muestras en términos de ng/uL (medida por

Qubit) y concentracion nanomolar, determinada a partir de la Formula n°1.
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Figura S2: Resultados de la calidad de los datos crudos obtenida
mediante FastQC. (A) Calidad phred de base a lo largo de la secuencia. (B)
Contenido de base por secuencia. En el eje de las abscisas se observa la
posicion a lo largo de la secuencia y en el eje de las ordenadas el porcentaje
de aparicién de cada base. (C) Presencia de adaptadores a lo largo de las
secuencias. (D) Presencia de bases no determinadas a lo largo de las
secuencias. (E) Distribucidn de longitud de las secuencias. Estos resultados
corresponden a la muestra CD1, sin embargo, se obtuvieron resultados

similares para el resto de las muestras.
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Figura S3: Estadistica descriptiva de los datos de metilacién en el
contexto CpG para cada muestra. (A) Histograma con la frecuencia de
cobertura de secuencias por base. Los valores sobre cada barra representan el
porcentaje de citosinas que coinciden con una misma cobertura. El resultado
de este analisis muestras que las 4 muestras tienen una cobertura por base
distribuida entre 10 y 100, no obstante, en CD2 se observa que
aproximadamente un 15% de las bases tienen una cobertura superior a 100,
lo que refleja que esta muestra sufrié sesgo de PCR. Como solucion a este

problema, se filtrdé y normaliz6 cada muestra de manera independiente, para
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eliminar aquellas bases con una cobertura superior a 99.9 (B) Matriz con
coeficientes de correlacidon de Pearson entre pares entre las 4 muestras. (C)
Analisis de componente principal para dos muestras CD y dos muestras HFD.
Si bien no hay una agrupacién notoria de las muestras por condicion, se
tiende a ver una cercania de las muestras CD en el componente 1, y de ambas

muestras HFD en el componente 2.
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Figura S4: Analisis de metilacion diferencial a resolucion de una base.
(A) Volcano plot de citosinas diferencialmente metiladas (DMC),
distribuidas de acuerdo con la diferencia de metilacion entre el grupo HFD y
CD; vy la significancia definida por el valor g. Los puntos en rojo
corresponden a citosinas hipermetiladas en el grupo HFD relativo al grupo
CD y en azul se representan las citosinas hipometiladas. Los puntos en gris
constituyen citosinas sin metilacion diferencial. Se definio la metilacion
diferencial con una diferencia de metilacion sobre 25% y un valor g menor o
igual a 0.05. (B) Porcentaje de citosinas diferencialmente metiladas (DMC)
en cada uno de los cromosomas, distinguiendo entre hiper e hipometilacion.

Desde lo cual se evidencia que, a excepcién del cromosoma mitocondrial
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(MT), todos los cromosomas alcanzan mayor nivel de hipermetilacion que de
hipometilacion, cercano al 3% y 1% respectivamente. Interesantemente, se
observa, ademas, que el cromosoma Y posee un porcentaje de metilacién
diferencial mayor que el resto de los cromosomas, reflejado tanto a nivel de
hiper como hipometilacién (C) Distribucion de citosinas hiper e
hipometiladas por estructura génica. (D) Distribucion de la distancia al sitio
de inicio de la transcripcion (TSS) del total de citosinas diferencialmente
metiladas (DMC).
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Log2 veces de

Nomenclatura Nomgzrr? del Posicion de DMC L ﬁ;ﬁ;gﬁ de abi?]rggi:cgede

ARN
Ntrk1-mC1 Ntrk1 87702260 32,943 -24,137
Ntrk1-mC2 Ntrk1 87702307 -33,824 -24.137
Gdnf-mC1 Ganf 7838848 25,771 -23,080
Gdnf-mC2 Ganf 7838907 39,407 -23,080
Gdnf-mC3 Gdnf 7840664 39,483 -23,080
Gdnf-mC4 Ganf 7840666 38,012 -23,080
Crlf1-mC1 Crif1 70943986 25,524 20,550
Crlf1-mC2 Crif1 70946033 36,661 20,550
Crlf1-mC3 Crif1 70954803 29,938 20,550
Crlf1-mC4 Crif1 70956061 -30,275 20,550
Crlf1-mC5 Crif1 70956025 -34,329 20,550
Crlf1-mC6 Crif1 70956094 -26,157 20,550
Hmga2 Hmga2 120311724 28,571 -22,855
Cdk1 Cdk1 69188256 39,743 -21,841
Ccno Ccno 113124160 26,389 20,169
Tgm1 Tgm1 55950932 -33,543 19,768
Kif22 Kif22 126641505 25,676 19,531
Tph2 Tph2 115009533 40,905 19,867

Gal Gal 3464396 31,347 2,009
F7 F7 13078723 47,987 -22,453
Foxc2-mC1 Foxc2 121842089 25,714 -23,640
Foxc2-mC2 Foxc2 121843947 41,448 -23,640
Foxc2-mC3 Foxc2 121844019 -32,159 -23,640
Plpp4 Plpp4 128858829 26,696 -22,228
Apoh Apoh 108234163 43,942 20,646
Cyp26a1-mC1  Cyp26at 37686496 29,993 19,886
Cyp26a1-mC2  Cyp26at 37687553 39,382 19,886
Cyp26a1-mC3  Cyp26at 37687649 26,807 19,886
Rab38 Rab38 88079378 27,439 19,891
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Log2 veces de

Nomenclatura Nombre:del Posicion de DMC % crj:ei;er\?:?c;?\ de ab(;anrzzi:cic;ede
ARN
Gpsm3 Gpsm3 34808843 59,241 20,933
Syk-mC1 Syk 52736867 -25,211 19,743
Syk-mC2 Syk 52737986 31,037 19,743
Crhbp Crhbp 95579603 32,009 19,707
LoxI3 LoxI3 83015595 31,881 10,050
Bcléb Bcl6b 70117437 -41,569 21,073
Ltb4r1 Ltb4r1 56005452 60,920 19,847
Hmx3-mC1 Hmx3 131144009 43,012 21,442
Hmx3-mC2 Hmx3 131144610 38,526 21,442
Hmx3-mC3 Hmx3 131145067 28,220 21,442
Tnfrsf12a Tnfrsf12a 23896317 27,333 9,304
Irx4-mC1 Irx4 73408978 52,381 -22,841
Irx4-mC2 Irx4 73409646 38,121 -22,841
Vegfc Vegfc 54530786 45,000 -22,315
Pax2-mC1 Pax2 44744709 27,273 -22,220
Pax2-mC2 Pax2 44747357 35,777 -22,220
Pax2-mC3 Pax2 44749265 30,567 -22,220
Pax2-mC4 Pax2 44749389 -25,275 -22,220
Pax2-mC5 Pax2 44749437 -25,144 -22,220
Pax2-mC6 Pax2 44749657 27,128 -22,220
Efcab9 Efcab9 32481982 29,435 -23,173
Fstl3 Fsti3 79612980 34,503 8,834
Cnmd Cnmd 79899023 30,636 -23,759
Hmx2-mC1 Hmx2 131151169 26,566 20,349
Hmx2-mC2 Hmx2 131156150 -25,758 20,349
Foxb2 Foxb2 16850372 34,821 -23,549
Bhlha9-mC1 Bhiha9 76564030 32,613 -23,094
Bhlha9-mC2 Bhlha9 76564093 -33,000 -23,094
Foxb1-mC1 Foxb1 69667287 25,077 -25,005
Foxb1-mC2 Foxb1 69667517 30,841 -25,005
Bnc1 Bnct 81642671 -28,722 -22,913
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Log2 veces de

Nomenclatura Non'gzr;:‘ del Posicién de DMC % ﬁeiii':\?:?c;z de abi?wr:j‘g:?cic;ede
ARN
Emx1-mCH1 Emx1 85164867 28,302 -22,587
Emx1-mC2 Emx1 85171506 26,029 -22,587
Ascl4-mC1 Ascl4 85763960 29,630 -22,913
Ascl4-mC2 Ascl4 85764376 33,277 -22,913
Irx5-mC1 Irx5 93086264 -31,699 21,581
Tcf15 Tef15 151985372 28,997 19,736
Foxi2-mC1 Foxi2 135012253 -53,190 -22,909
Foxi2-mC2 Foxi2 135012370 -30,789 -22,909
Foxi2-mC3 Foxi2 135013641 28,652 -22,909
Foxi2-mC4 Foxi2 135013742 43,617 -22,909
Fhi2 Fhi2 43202940 29,175 -23,248
Pax5-mC1 Pax5 44646272 -30,155 -22,141
Pax5-mC2 Pax5 44703436 38,001 -22,141
Pax5-mC3 Pax5 44703779 35,354 -22,141
Pax5-mC4 Pax5 44703849 28,011 -22,141
Pax5-mC5 Pax5 44703952 -35,804 -22,141
Pax5-mC6 Pax5 44704044 29,606 -22,141
Vax1-mC1 Vax1 59157125 30,914 21,923
Vax1-mC2 Vax1 59157973 30,928 21,923
Vax1-mC3 Vax1 59158091 33,983 21,923
Vax1-mC4 Vax1 59158374 42,939 21,923
Vax1-mC5 Vax1 59160467 49,747 21,923
Meox1-mC1 Meox1 101784592 31,097 19,520
Meox1-mC2 Meox1 101784603 25,903 19,520
Pou4f1-mC1 Pou4f1 104703385 36,000 19,580
Pou4f1-mC2 Pou4f1 104705763 28,479 19,580
Runx2 Runx2 45047330 44 765 22,628
Zfp296 Zfp296 19312257 -30,697 -22,283
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Log?2 veces de

Nomenclatura Norr;t;rr? del Posicion de DMC % crjr?eiﬁ;tiac’:?w de ab%irgzir?cgede

ARN

Zfp296 Zfp296 19312257 -30,697 -22,283

Acvrl1-mC1 Acvrl1 101026907 51,724 21,808

Acvrl1-mC2 Acvrl1 101027035 25,789 21,808
Acvrl1-mC3 Acvrl1 101027038 28,325 21,808
Zfp593-mCA1 Zfp593 133972737 34,950 9,058
Zfp593-mC2 Zfp593 133972738 30,548 9,058
Irx5-mC2 Irx5 93086876 30,206 21,581

Figura S5: Tabla con detalle de la nomenclatura utilizada en la figura 12B,
el nombre del gen, la posicion genomica de cada DMC, el porcentaje de
cambio de metilacion (HFD versus CD) y el logaritmo en base 2, de las veces

de cambio en la abundancia de ARN (cambio de expresion, log2FC).
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